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Na trgu je čedalje več probiotičnih izdelkov, vse od takih, ki vsebujejo zgolj en bakterijski 
sev, do bolj kompleksnih z več bakterijskimi sevi različnih vrst. Probiotične bakterije so 
živi mikroorganizmi, ki pod pogojem, da jih zaužijemo v zadostnem številu, pozitivno 
učinkujejo na zdravje ljudi. Najpogostejši predstavniki probiotičnih bakterij so iz rodov 
Lactobacillus in Bifidobacterium, najdemo pa jih tudi med rodovi Lactococcus, 
Enterococcus, Streptococcus, Bacillus in še nekaterimi drugimi. Probiotična prehranska 
dopolnila in zdravila je možno dobiti v obliki kapsul, tablet, pastil, peroralnih praškov, 
peroralnih kapljic ali napitka na osnovi vode. Sicer je na svetovnih trgih tudi veliko 
različnih probiotičnih živil, med katerimi prevladujejo tista na osnovi mleka. 
 
Veliko probiotičnih izdelkov ne dosega minimalnih kriterijev, ki opredeljujejo tovrstne 
izdelke. Najpogosteje gre za pomanjkljivosti v deklaraciji izdelka (niso navedena 
taksonomsko korektna imena, koncentracije), v številu živih bakterij do konca roka 
uporabe in navedenih zdravstvenih trditvah na probiotičnih prehranskih dopolnilih, ki na 
območju EU niso dovoljene. 
 
Pred uveljavitvijo enotne evropske zakonodaje o uporabi prehranskih in zdravstvenih 
trditev na živilih je bilo na trgu veliko živil in prehranskih dopolnil, ki so bila označena  in 
oglaševana z zdravstvenimi trditvami. Raziskava kakovosti probiotičnih izdelkov, naprodaj 
v slovenskih trgovinah in lekarnah iz leta 2009 (Bogovič Matijašič in sod., 2010), kakor 
tudi raziskave v drugih evropskih državah v tistem obdobju so pokazale vrsto 
pomanjkljivosti tovrstnih izdelkov. Leta 2006 je izšla Uredba (ES) št. 1924/2006 
Evropskega Parlamenta in Sveta o prehranskih in zdravstvenih trditvah na živilih, z 
namenom, da se zagotovi visoka raven varstva potrošnikov. Po prehodnem obdobju, ko je 
zaživel tudi register dovoljenih zdravstvenih trditev (Register skupnosti v zvezi s 
prehranskimi in zdravstvenimi trditvami (20. člen Uredbe 1924/2006), je uredba stopila v 
polno veljavo z letom 2013, ko se je začel izvajati tudi inšpekcijski nadzor. V registru 
trenutno še ni nobene dovoljene zdravstvene trditve za probiotike, ki so bile včasih 
razširjene, ker še ni na voljo dovolj trdnih znanstvenih dokazov, ki jih zahteva Evropska 
agencija za varnost hrane (EFSA).  
 
Najpogostejši način ugotavljanja števila živih bakterij v probiotičnih izdelkih, je uporaba  
gojitvenih tehnik na selektivnih gojiščih. Probiotični mikroorganizmi so bili prvotno 
taksonomsko uvrščeni na podlagi fenotipskih značilnosti (morfologija celic in kolonij), 
mikroskopske slike (barvanje po Gramu) in fizioloških lastnosti (način fermentacije 
glukoze, encimska aktivnost). Pomembno dejstvo je, da številnih sevov in celo vrst sploh 
ni mogoče razlikovati na osnovi prej omenjenih lastnosti. Številnim pomanjkljivostim 
fenotipskih metod se lahko izognemo z uporabo molekularno-genetskih metod.  
 
Molekularno-genetske metode omogočajo natančno preiskavo kompleksne mikrobne 
združbe saj so le te neodvisne od kultivacije. So eno izmed najbolj hitro razvijajočih se 
področij in se vse bolj uveljavljajo v živilski mikrobiologiji. Prednost imajo tiste, ki 
zajemajo bakterijsko DNA.  
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Uporaba verižne reakcije s polimerazo (PCR) z vrstno specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi, omogoča encimsko pomnožitev kratkega dela tarčne DNA in vitro. S tem 
dosežemo visoko občutljivost ter lažjo identifikacijo mikroorganizmov v kompleksnih 
okoljskih sistemih.  
 
V okviru naloge smo raziskali, kako se opisane regulatorne spremembe odražajo na 
označevanju in kakovosti probiotičnih in drugih prehranskih dopolnil: ali so deklaracije 
spremenjene v skladu s temi spremembami in kakšna je kakovost izdelkov na slovenskem 
trgu. 
 
1.1  CILJI NALOGE 
 
- Pregled prehranskih dopolnil na slovenskem trgu, s poudarkom na načinu 
označevanja in morebitnem navajanju nedovoljenih zdravstvenih trditev. 
- Ugotavljanje skladnosti števila in vrst probiotičnih bakterij v prehranskih dopolnilih 
z deklaracijami. 
 
1.2  DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Na slovenskem tržišču so izdelki iz skupine prehranskih dopolnil z navedenimi 
zdravstvenimi trditvami, ki po novi evropski zakonodaji o uporabi prehranskih in 
zdravstvenih trditev na živilih niso dovoljene.  
- Kakovost probiotičnih prehranskih dopolnil ni vedno ustrezna, kar zadeva število in 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KAJ SO PROBIOTIKI? 
 
Izraz  probiotik zajema »žive mikroorganizme, ki imajo, zaužiti v zadostni količini, 
pozitiven učinek na zdravje gostitelja«. Ta definicija, potrjena s strani FAO in WHO 
(FAO/WHO, 2001, 2002), vsebuje zahtevo po živosti bakterij v vsakem probiotičnem 
izdelku. Dovolj živih bakterij v izdelku je predpogoj za to, da po zaužitju zadostno število 
bakterij preživi prehod skozi prebavni trakt ter po prihodu v debelo črevo vsaj začasno 
naseli okolje ter tam izkaže pričakovano aktivnost. Definicija je bila mednarodno sprejeta 
in kot taka služi tako raziskovalcem, regulatornim organizacijam in potrošnikom (Hill in 
sod., 2014). 
 
Ta definicija pokriva širok spekter mikroorganizmov in njihovih aplikacij, hkrati pa 
definira bistvo probiotika (mikrobiološki, živ, koristen za zdravje). Prav tako razlikuje med 
živimi mikroorganizmi, ki se uporabljajo kot starterske kulture ter omogočajo uspešno in 
ponovljivo fermentacijo, in probiotičnimi, torej tistimi, ki v prvi vrsti prispevajo k zdravju 
(Sanders, 2009). 
 
Iz definicije je moč razbrati tudi razliko med probiotičnimi in komenzalnimi bakterijami. 
Slednje so sicer vir probiotičnih sevov, ki pa jih tako lahko poimenujemo šele takrat, ko 
njihovo delovanje znanstveno dokažemo. Za to pa je potrebno, da jih najprej osamimo, 
opišemo in raziščemo koristne učinke na zdravje (Hill in sod., 2014).   
 
2.2 VPLIV PROBIOTIKOV NA ZDRAVJE 
 
Vse več raziskav potrjuje koristne učinke probiotikov v terapevtske namene. Za nekatere 
probiotične bakterije že lahko trdimo, da so funkcionalni učinki znanstveno dokazani. 
Vsekakor se moramo zavedati, da različni učinki probiotičnega seva niso v enaki meri 
izraženi v vsakem posamezniku (Mikelsaar in sod., 2011). 
 
Točna definicija izboljšanja zdravja, tako splošnega kot tudi samega črevesja, je pri 
definiciji probiotikov kar težavna. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) definira 
zdravje kot »stanje popolnega telesnega, duševnega in socialnega blagostanja, ne le 
odsotnost bolezni ali nemoči  «. Probiotiki in funkcionalna živila so v prvi vrsti namenjena 
zdravim ljudem, pri katerih je težko dokazati kratkotrajne zdravstvene koristi, ki se 
nanašajo tako na črevesje kot tudi na funkcije vseh telesnih sistemov (Glenn in sod., 2011). 
 
Verjetno najzahtevnejša stopnja pri raziskavah probiotičnih izdelkov je dokazati 
učinkovitost pri zdravih posameznikih. Teoretično lahko to dosežemo tako, da pridobimo 
podatke meritev biomarkerjev (morfološke in/ali fiziološke meritve aktivnosti organov) kot 
odgovor na probiotični dražljaj (stimuli). Subjektivno mnenje posameznika oziroma 
testirane osebe o boljšem počutju je lahko lažno in je le posledica placebo učinka. Trditve 
o učinkovitosti izdelka temeljijo na izboljšanju kliničnih simptomov ali remisiji akutne 
bolezni. Pomembno vlogo igra razvoj specifičnih diagnostičnih biomarkerjev, ki 
objektivno merijo možne spremembe v celičnih ali biokemijskih parametrih pred in po 
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tretmaju s probiotiki. Različni klinični, morfološki in biokemijski indikatorji, merjeni v 
krvi, urinu in blatu predstavljajo uporabno orodje za analizo učinkov probiotikov na 
zdravje posameznika (Mikelsaar in sod., 2011). To potrjuje raziskava, ki kaže učinek 
probiotikov na metabolizem maščob in energije pri arterosklerotičnih ter debelih bolnikih. 
Rezultati se kažejo v nižji krvni koncentraciji skupnih lipidov po tretmaju s probiotikom 
LGG (Kekkonen in sod., 2008). 
 
Slika 1 prikazuje mehanizme delovanja probiotičnih bakterij. Nekateri učinki so pogosto 
opaženi in so značilni za celotno bakterijsko vrsto. Drugi veljajo za bolj specifične 
bakterijske seve, medtem ko so splošni mehanizmi značilni za večino probiotičnih 
organizmov (Kumar in sod., 2013; Reid in sod., 2011). Določena probiotična bakterija ima 
lahko več mehanizmov delovanja, vseeno pa ne moremo pričakovati, da izraža vse 
zdravstvene koristi, ki so opisane na sliki 1 (Hill in sod., 2014). 
 
 
Slika 1: Mehanizmi delovanja probiotičnih bakterij (Hill in sod., 2014) 
 
Različne vrste mlečnokislinskih bakterij proizvajajo številne metabolite kot so mlečna, 
ocetna, jantarna kislina, ki imajo dokazane antimikrobne učinke. Prav tako kot med 
bakterijskimi vrstami, so lahko tudi velike razlike med posameznimi bakterijskimi sevi 
znotraj iste vrste. Nekateri sevi dodatno proizvajajo masleno kislino, vodikov peroksid in 
bakteriocine, ki predstavljajo uporabno orodje za implikacije pri človeku (Ouwehand in 
sod., 2004). 
 
Uživanje probiotikov je povezano s stimulacijo imunskega sistema, znižanjem nivoja 
holesterola, zaščito pred respiratornimi in črevesnimi obolenji, znižanjem vnetnih odzivov 
in antitumorskim delovanjem. Te zdravstvene trditve izhajajo iz probiotične sposobnosti 
sinteze protimikrobnih substanc, kompeticije s patogeni, krepitve črevesne stene in 
modulacije imunskega sistema (Gill in Prasad, 2013). 
 
Sikošek M. Probiotična prehranska dopolnila v luči spremenjene zakonodaje o zdravstvenih trditvah na živilih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
5 
Ena izmed večjih kliničnih študij uporabe probiotikov za zdravljenje ulceroznega kolitisa 
je bila opravljena z bakterijami E. coli Nissle 1917. V raziskavi je sodelovalo 327 
bolnikov, ki so uživali probiotično dopolnilo ali pa zdravilo mesalazine. Oba izdelka sta v 
isti meri zmanjšala simptome akutne bolezni (Kruis in sod., 2004). 
 
Raziskave kažejo, da imajo dojenčki z alergijami na hrano neravnovesje med koristnimi in 
potencialno škodljivimi bakterijami. Bolj specifično to pomeni znižano število bakterij iz 
rodov Lactobacillus, Bifidobacteria in Enterococcus ter povečano število koliformnih 
bakterij iz rodov Staphylococcus in Clostridium. Uživanje probiotikov uravnava 
ravnovesje črevesne mikrobiote, s tem pa se kaže njihova pomembna vloga tako pri 
razvoju kot preventivi nastanka alergij (Compare in Nardone, 2013). 
 
Probiotiki imajo neposreden vpliv tako na maščobno tkivo kot tudi telesno težo. Slednje 
potrjuje študija pri kateri je Lb. paracasei subsp. paracasei F19 pri miših hranjenih s 
hrano, bogato z maščobami, povečala koncentracijo inhibitorja lipoprotein lipaze in s tem 
zmanjšala kopičenje maščobnih zalog (Aronsson in sod., 2010).  
 
Druga študija kaže podobne rezultate, saj je administracija probiotikov pri podganah 
pokazala nižjo stopnjo absorpcije prehranske maščobe (Hamad in sod., 2009). Spet druga 
raziskava kaže na boljšo inzulinsko senzitivnost in nižjo stopnjo glukoneogeneze v jetrih 
miši (Kim in sod., 2013). 
 
Pozitivni zdravstveni učinki probiotikov se kažejo predvsem v njihovi zmožnosti 
uravnavanja črevesne mikrobiote, krepitvi imunskega sistema in nekaterimi metabolnimi 
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Slika 2: Nekateri možni pozitivni zdravstveni učinki probiotikov (Saarela in sod., 2002) 
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2.2.1 Možni negativni učinki probiotikov 
 
Pregled literature kaže na to, da je večina probiotikov priznana kot splošno varna za 
uporabo (GRAS) in koristna za zdrave posameznike. Posebno pozornost je potrebno 
nameniti izbiri in nadzoru probiotikov za bolnike z oslabljenim imunskim sistemom, 
sindromom prepustnega črevesja ali za kritično bolne posameznike (McClave in sod., 
2009). V splošnem so probiotiki lahko odgovorni za štiri tipe stranskih učinkov (Marteau, 
2001): 
- sistemske infekcije, 
- škodljivo metabolno aktivnost, 
- specifičen imunski odziv ter 
- prenos genov za odpornost proti antibiotikom. 
 
Najbolj pogosti stranski učinki so sepsa, fungemija in črevesna ishemija. Veliko dokazov 
kaže na varnost probiotikov, vseeno pa je pred predpisovanjem koristno narediti oceno 
tveganja za izbran izdelek glede na potrebe in lastnosti posameznika (McClave in sod., 
2009). 
 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, zato obstaja možnost, da v določenih primerih in 
okoliščinah pride do infekcije oziroma globoke imunosupresije. Probiotiki lahko 
povzorčijo sepso, ampak pri tem moramo upoštevati dejstvo, da sepso povzročajo tudi bolj 
patogene, smrtno nevarne bakterije pred katerimi nas probiotiki varujejo (Salminen in sod., 
2006; Gupta in Garg, 2009). 
 
Dobro zasnovane klinične študije o stopnji infekcij med tretmaji s probiotiki bi omogočile 
bolj jasen pogled na možna tveganja (Rijkers in sod., 2010). 
 
Rezultati, pridobljeni na podlagi objektivnih kriterijev, so potrebni za oceno zdravstvenih 
koristi na eni in možnimi tveganji na drugi strani. Da se to zagotovi, je potrebna ustrezna 
izbira probiotične bakterije, natančno določen odmerek in dobro proučene funkcionalne 
koristi, saj se le tako lahko optimizira ustrezna uporaba probiotikov pri zdravljenju 
različnih kliničnih bolezni (Mikelsaar in sod., 2011). 
 
2.3 OBLIKE PROBIOTIČNIH IZDELKOV 
 
Zaradi vse večjega razmaha proizvodnje probiotičnih izdelkov v zadnjih letih je le te 
možno dobiti v različnih oblikah. Na trgu jih lahko najdemo kot (Bogovič Matijašić, 
2014): 
 
 fermentirana probiotična živila (probiotični jogurti, fermentirani napitki, sir, skuta, 
maslo, fermentirani mesni izdelki), 
 nefermentirana probiotična živila (žitarice, slaščice, tablice, kava, sladoledi, sokovi, 
mesni izdelki, mleko), 
 prehranska dopolnila (kapsule, tablete, pastile za žvečenje, ampule, suspenzije, 
zavojčki s prašnatim izdelkom), 
 živila za posebne zdravstvene namene (različna živila, prašnata oblika), 
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 zdravila (kapsule, tablete, praški za pripravo suspenzije), 
 izdelki za vaginalno uporabo (vaginalne tablete), 
 izdelki za kozmetiko in higieno (kreme in serumi, zobne paste, higienski vložki, 
tamponi, žvečilni gumiji) ter 
 izdelki za živali. 
 
2.3.1 Probiotična prehranska dopolnila in zdravila 
 
Zdravila preko farmakološkega, imunološkega ali presnovnega delovanja zdravijo, 
preprečujejo in diagnosticirajo bolezni in bolezenska stanja. Samo pri izdelkih, ki so 
registrirani kot zdravila ter imajo dokazano učinkovitost v skladu s strogimi pravili za 
zdravila, pristojni državni organi preverijo dokaze o kakovosti, varnosti in učinkovitosti, 
preden se lahko sprostijo na trg. V navodilu za uporabo in na embalaži morajo biti 
verodostojne informacije o učinkovitosti, opozorila, previdnostni ukrepi, kontraindikacije 
ter možni neželeni učinki. Zdravila so proizvedena pod inšpekcijskim nadzorom in v 
skladu z načeli dobre proizvodne prakse. Prehranska dopolnila so koncentrirani viri 
posameznih ali kombiniranih hranil s hranilnim ali fiziološkim učinkom.  Njihov namen je 
dopolnjevati običajno prehrano in ne zdraviti ali preprečiti določeno bolezen (Cvelbar in 
Raziger Mihovec, 2007).  
 
Bistvena razlika med zdravilom in prehranskim dopolnilom je poleg sestave tudi njegova 
predstavitev oziroma namembnost. Če je na embalaži, navodilu za uporabo, spletnih 
straneh, promocijskih materialih izdelek predstavljen kot sredstvo za zdravljenje, 
preprečevanje bolezni, tako da povprečni potrošnik dobi vtis zdravila, potem se ta izdelek 
razvršča med zdravila (Cvelbar, 2014). Razlika med zdravilom in prehranskim dopolnilom 
je tudi ta, da v primeru prehranskega dopolnila, EU zakonodaja ne zahteva predhodnega 
preverjanja dejanske sestave s strani neodvisnih državnih organov (Cvelbar in Raziger 
Mihovec, 2007).  
 
Postopek registracije je v primeru prehranskih dopolnil neprimerno hitrejši, enostavnejši in 
cenejši, kot je to v primeru zdravil. Na prehranskem dopolnilu ne sme biti navedb, ki bi 
pomenile, da uravnotežena, raznovrstna prehrana ne more zagotoviti ustreznih količin 
hranil, ki so v dopolnilu. Zdravilo ima jasno opredeljeno zdravstveno trditev, ki ni nujno 
neposredno povezana s prehrano ali ki jeni mogoče spremeniti samo z uravnoteženo in 
raznovrstno prehrano (Tuš in Mlinarič, 2007). Zakonodaja na področju kakovosti 
prehranskih dopolnil ter živil je bistveno milejša od tiste za zdravila. Zaradi tega skušajo 
proizvajalci včasih zdravila tržiti kot prehranska dopolnila (Cvelbar, 2014).  
 
2.4 TRG S PROBIOTIKI 
 
Probiotični izdelki v takšni ali drugačni obliki predstavljajo veliko tržno nišo. V letu 2006 
je bilo ocenjeno, da so prebivalci Velike Britanije za probiotične izdelke zapravili 189 
milijonov funtov (Food Commission, 2006). Ta vsota pa z vsakim letom še narašča in je v 
letu 2014 znašala kar 32.6 milijard dolarjev na globalnem nivoju (Cook in sod., 2012). 
Prav tako narašča število kliničnih raziskav, ki se osredotočajo na uporabo in učinke 
probiotikov. Slednje potrjuje že enostavno iskanje po podatkovni zbirki PubMed – med leti 
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1992 in 2002 je bilo objavljenih zgolj 113 kliničnih raziskav. Ta številka je med leti 2002 
in 2012 narasla na 1014 (Fredua-Agyeman in Gaisford, 2012), v letu 2016 pa je v 
podatkovni zbriki na voljo kar 1767 kliničnih raziskav s področja probiotikov (PubMed, 
2016).  
 
Področje probiotikov vključuje številne elemente, ki morajo biti med seboj dobro povezani 
in nadzorovani:  
 in vitro in klinične raziskave;  
 vlogo regulatornih institucij glede varnosti in zdravstvenih trditev;  
 industrije, ki pokriva proizvodnjo, trženje, uporabo trditev na izdelkih ter  
 prodajo in komunikacijo s potrošnikom (Hill in sod., 2014). 
 
 
Slika 3: Delovanje trga s probiotiki: vsi dejavniki trga so med seboj povezani. Trg temelji na medsebojnem 
sodelovanju dejavnikov, opravljanju njihovih dolžnosti, tako da lahko prebivalstvo v polni meri koristi 
napredek na celotnem področju probiotikov (Hill in sod., 2014: 508) 
 
2.5 IZBIRA, VARNOST IN LASTNOSTI PROBIOTIČNIH SEVOV 
 
Da lahko bakterijski sev izraža svoje pozitivne učinke, je zaželjeno, da ima nekatere 
lastnosti, kot so (Saarela in sod., 2000): 
 
 odpornost proti kislini, želodčnemu soku ter žolču, 
 sposobnost vezave na črevesne epitelne celice,  
 ohranjanje aktivnosti v humanem prebavnem traktu, 
 uravnavanje imunskega sistema, 
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 učinkovitost proti patogenim bakterijam, kot so Helicobacter pylori, Salmonella 
subsp., Listeria monocytogenes in Clostridium difficile, 
 antimutageno delovanje ali/in 
 antikancerogeno delovanje. 
 
Če probiotične bakterije vključujemo v živila, ne smejo negativno vplivati na senzorične 
lastnosti, odporne morajo biti proti fagom, preživeti morajo vse tehnološke postopke 
predelave ter skladiščenja, prav tako pa morajo biti stabilne v izdelku vse do konca 
predpisanega roka (Mattila-Sandholm in sod., 2002). 
 
Za varnost končnega potrošnika je pomembno, da so probiotični sevi v prehranskih 
dopolnilih in živilih dokazano nepatogeni, ne smejo povzročati prebavnih motenj ter 
infekcij, sodelovati pri dekonjugaciji žolčnih soli in vsebovati prenosljivih genov za 
odpornost proti antibiotikom. Najprimernejši so sevi, ki so bili izolirani iz prebavil zdravih 
ljudi (Saarela in sod., 2000). 
 
Za trditev, da ima določeno živilo probiotični učinek je potrebno na območju EU zadostiti 
nekaterim kriterijem. Pred samim procesom aplikacije probiotične bakterije v proizvodni 
proces in samo živilo mora ta skozi serijo testiranj, katerih namen je zagotoviti največjo 
mero varnosti za končnega potrošnika (FAO/WHO, 2002). Ta zajema: 
 
 karakterizacijo bakterije do nivoja seva, 
 in vitro testiranja potencialnih probiotikov, 
 oceno varnosti probiotičnega seva ter 
 in vivo študije na živalih in ljudeh.  
 
Potrebna je karakterizacija bakterije do nivoja vrste in seva. Raziskave kažejo, da so 
probiotični učinki odvisni od seva. Nomenklatura bakterije mora biti skladna s trenutno, 
znanstveno sprejetimi imeni. Uporaba nepravilnih oziroma izmišljenih imen ne 
karakterizira probiotične bakterije v izdelku in tako v potrošniku kot tudi regulatornim 
agencijam vzbudi dvom o verodostojnosti izdelka. Trenutno obstoječa nomenklatura je 
dostopna v mednarodni literaturi s področja sistematične in evolucijske mikrobiologije 
(Skerman in sod., 1980) ter na spletnem naslovu: http://www.bacterio.cict.fr/ (Euzéby, 
2018). 
 
2.5.1 Zdravstvene trditve in označevanje 
 
Trenutno na seznamu dovoljenih zdravstvenih trditev ni v EU nobene, ki bi se nanašala na 
probiotike, drugje po svetu pa veljajo zelo različna pravila. V vsakem primeru pa morajo 
biti na izdelku določene označbe (FAO/WHO, 2002): 
 
 rod, vrsta, oznaka seva, 
 najmanjše število živih bakterij ob koncu roka uporabnosti, 
 primerni pogoji za shranjevanje ter 
 kontaktni podatki proizvajalca za stike s potrošniki. 
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2.6 BAKTERIJE, KI SE NAJPOGOSTEJE UPORABLJAJO KOT PROBIOTIČNE 
 
Mlečnokislinske bakterije so najbolj pogosti predstavniki probiotičnih mikroorganizmov, 
ki jih najdemo v človeškem prebavnem sistemu. Med seboj se razlikujejo po fenotipskih 
lastnostih kot so morfologija, način fermentacije glukoze, rast pri različnih temperaturnih 
območjih, konfiguracija mlečne kisline in fermentacija različnih ogljikovih hidratov. So po 
Gramu pozitivne, katalaza negativne, nesporogene, brez citokromov, so aerotolerantne, 
odporne na kislino in striktno fermentativne (Holzapfel in sod. 2011). 
2.6.1 Rod Lactobacillus 
 
Rod Lactobacillus vključuje po Gramu pozitivne, fakultativno anaerobne ali 
mikroaerofilne, dolge ali kokoidne, negibljive, nesporogene, paličaste bakterije. So 
prehransko zahtevne, saj za rast potrebujejo fermentabilne sladkorje, aminokisline, 
vitamine in organske baze (Makarova in sod., 2006; Adamič in sod., 2003). Optimalno se 
razmnožujejo pri temperaturah med 30 C in 40 C ter pH vrednostih od 3,0 do 7,0 
(Adamič in sod., 2003). 
 
So glavni predstavniki skupine mlečnokislinskih bakterij, ki so sposobni pretvorbe 
sladkorjev v mlečno kislino in na tak način zagotavljajo okolje, ki inhibira rast številnih 
škodljivih bakterij (Makarova in sod., 2006). Skupaj s taksonomskim rodom 
Bifidobacterium so med prvimi bakterijami, ki naselijo črevesje novorojenčka (Walker, 
2013). 
 
Lactobacilli so predmet številnih raziskav, predvsem zaradi njihovih koristi za zdravje. 
Vendar pa se moramo zavedati, da laktobacili ne predstavljajo stabilne in številčne 
populacije v prebavnem traktu človeka (Walter, 2008). Podobno ugotovitev je podala 
raziskava o modulaciji črevesne mikrobiote. Po enotedenskem tretmaju s komercialnim 
probiotičnim izdelkom, je prišlo le do malenkostnega povišanja bakterij Lactobacillus 
acidophilus v črevesju, pa še to je po nekaj dneh padlo na prvotno raven (Taverniti in sod., 
2014). 
 
V probiotičnih izdelkih prevladujejo vrste Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. 
rhamnosus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. brevis, Lb. johnsonii, Lb. plantarum in 
Lb. fermentum. Lactobacilli so pogosto opisani kot avtohtoni prebivalci humanega 
prebavnega trakta, čeprav velja to velja predvsem za ustno votlino (Walter, 2008; Taverniti 
in sod., 2014). 
 
Poleg zdravju koristnih učinkov imajo tudi druge pomembne lastnosti, zaradi katerih se 
uporabljajo kot probiotiki. Med temi so visoka toleranca za kislino in žolč, sposobnost 
pričvrstitve na površino črevesja, zmožnost preživetja pri nizkem pH želodčnega soka, 
inhibicija potencialno patogenih vrst (antimikrobna aktivnost), odpornost proti 
antibiotikom ter sinteza eksopolisaharidov (Tulumoglu in sod., 2013; Ruiz in sod., 2013). 
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2.6.2 Rod Bifidobacterium 
 
Rod Bifidobacterium vključuje po Gramu pozitivne negibljive, nesporogene anaerobne 
bakterije. Po morfologiji so razvejane palčke z značilno V oziroma Y obliko. V debelem 
črevesu se nahajajo v koncentraciji 108-109 celic na g vsebine in igrajo pomembno vlogo v 
črevesni mikrobioti. Različni sevi Bifidobacterium so pogosto v uporabi kot probiotiki. 
Optimalno se razmnožujejo pri temperaturah med 37 C in 41 C ter pH 6,5 in 7 (Adamič 
in sod., 2003; Ruiz in sod., 2013; Noriega in sod., 2006; Mullan, 2002). 
 
2.6.3 Rod Lactococcus 
 
Lactococcus je rod okroglih, negibljivih, nesporogenih mlečnokislinskih bakterij, ki se 
pogosto uporabljajo v mlečni industriji pri proizvodnji fermentiranih izdelkov. Igrajo 
pomembno vlogo pri preprečevanju rasti bakterij, ki povzročajo kvar mlečnih izdelkov, 
prav tako pa se uporabljajo v številnih probiotičnih izdelkih. Določeni sevi Lactococcus 
imajo probiotične lastnosti, kot so adhezija na vaginalne epitelne celice in proizvodnja 
nizina (Adamič in sod., 2003; Yang in sod., 2013; Gao in sod., 2011). 
 
2.6.4 Rod Enterococcus 
 
Rod Enterococcus vsebuje po Gramu pozitivne koke, ki se pogosto pojavljajo v parih ali 
kratkih verižicah. Imajo širok spekter uporabe v živilski industriji, saj veljajo za odporne 
bakterije, ki proizvajajo protimikrobne snovi. S produkti svojega metabolizma prispevajo k 
aromi in fermentaciji različnih živilskih izdelkov (npr. fermentacija sira) (Adamič in sod., 
2003). So fakultativno anaerobne in rastejo pri temperaturah med 10 in 45 C ter pH 4,5-
10,0 (Fisher in Phillips, 2009). 
 
Nekateri sevi so oportunistični patogeni in predstavljajo potencialen rezervoar virulentnih 
genov ter genov za odpornost proti antibiotikom, zato je potrebna posebna pozornost pri 
presojanju njihove varnosti za humano uporabo (Dirienzo, 2014). 
 
2.6.5 Rod Streptococcus 
 
Rod Streptococcus so po Gramu pozitivni okrogli koki. So fakultativne do obligatno 
anaerobne bakterije, ki se pojavljajo v parih ali verižicah (Adamič in sod., 2003). 
2.6.6 Rod Bacillus 
 
Rod Bacillus vključuje po Gramu pozitivne, ubikvitarne, sporogene, aerobne ali 
fakultativno aerobne paličaste bakterije. Med predstavniki bakterij rodu Bacillus lahko 
najdemo tako acidofilne kot tudi halotolerantne ali celo halofilne. Nekatere so mezofilne, 
druge psihrotrofne ali termofilne (Adamič in sod., 2003). 
Določeni sevi vrste B. cereus so za človeka smrtno nevarni, spet drugi pa razpolagajo s 
probiotičnimi lastnostmi (Kamar in sod., 2013). Študija, ki so jo opravili Spinosa in sod. 
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(2000), poudarja pomembnost natančne karakterizacije do nivoja seva, saj je le tako 
mogoče razlikovati med probiotičnim in patogenim mikroorganizmom.  
 
2.6.7 Vrsta Escherichia coli 
 
Predstavnice Escherichia coli so po Gramu negativne paličaste enterobakterije. Večinoma 
so znane po močno virulentnih serotipih (kot je E. coli O157:H7), večina sevov pa je 
nepatogenih in so zelo pogosti predstavniki mikrobne združbe spodnjega dela črevesja. 
Dobro je poznan probiotični sev E. coli Nissle 1917 (EcN), ki se v kombinaciji z drugimi 
probiotiki uporablja pri zaprtju in drugih črevesnih boleznih (Ahmed in sod., 2013). 
 
Preglednica 1: Bakterijske vrste, med katerimi najdemo seve s probiotičnimi lastnostmi (Gardiner in sod., 
2002) 
Vrste rodu Lactobacillus Vrste rodu Bifidobacterium 
Lb. acidophilus Bif. bifidum 
Lb. plantarum Bif. infantis 
Lb. casei Bif. adolescentis 
Lb. rhammosus Bif. longum 
Lb. debrueckiispp. bulgaricus Bif. breve 
Lb. fermentum Bif. animalis ssp.lactis 
Lb. johnsonii  
Lb. gasseri  
Lb. salivarius  
Lb. reuteri  
Vrste rodu Enterococcus Ostali 
Ent. faecalis Saccharomyces boulardii 
Ent. faecium Lactococcus lactis subsp. lactis 
 Lactococcus lactis subsp. cremoris 
 Leuconostoc mesenteroides 
 Propionibacterium freudenreichii 
Pediococcus acidilactici 




2.7 USTREZNOST PROBIOTIČNIH IZDELKOV 
 
Ker so probiotiki živi organizmi, je ključnega pomena, da je v izdelku znano število živih 
bakterij in se ta informacija posreduje potrošniku neposredno na deklaraciji izdelka. 
 
Za ugotavljanje števila probiotičnih bakterij se najpogosteje uporabljajo standardne 
mikrobiološke metode štetja na selektivnih gojiščih. Število bakterij v vzorcu ugotovimo 
tako, da preštejemo število kolonij, ki zrastejo na gojišču po nacepljanju serijsko 
razredčenih vzorcev, izrazimo pa kot kolonijske enote na g ali ml preiskovanega vzorca. S 
to metodo zajamemo samo tiste celice, ki so sposobne razmnoževanja in tvorjenja kolonij 
pod specifičnimi pogoji (čas inkubacije, temperatura, dostopnost do kisika, gojišče s 
specifično koncentracijo hranil) (Davis, 2014). 
 
Sikošek M. Probiotična prehranska dopolnila v luči spremenjene zakonodaje o zdravstvenih trditvah na živilih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
13 
Metoda štetja na ploščah ima kar nekaj slabosti, kot je slaba selektivnost, ponovljivost in 
natančnost (Sohrabvandi in sod., 2012). Izbor selektivnih gojišč za izolacijo posamezne 
bakterijske vrste je omejen. Prav tako ni univerzalnega gojišča oziroma zaporedja tehnik, 
ki bi omogočala izolacijo in identifikacijo vseh mikrobnih vrst (Vinderola in Reinheimer, 
1999). 
 
Po navedbah mednarodne organizacije za probiotike in prebiotike z metodami, ki zahtevajo 
predhodno gojenje, pogosto napačno ocenimo število bakterij, saj ne upoštevamo njihove 
faze rasti (Champagne in sod., 2011). Če so bakterije tekom inkubacije pod stresom, je 
ugotovljeno število živih bakterij nižje od dejanskega (Lydell in sod., 2002). 
 
Za identifikacijo probiotikov do nivoja vrste je danes najbolj uporabno ugotavljanje 
nukleotidnega zaporedja gena za 16S rDNA, vrstno specifično verižno pomnoževanje s 
polimerazo (PCR) ali pa razkrivanje celotnega genoma s sekvenciranjem nove 
generacije.Za razlikovanje bakterijskih sevov pa so najbolj uporabne tehnike 
pomnoževanja polimorfne DNA s PCR, v kateri uporabimo naključne začetne 
oligonukleotide (ang. RAPD – Random Amplification of Polymorphic DNA), 
sekvenciranja različnih lokusov vzdrževalnih genov (ang. MLST – Multilocus Strain 
Typing) ali pa primerjalna analiza celih genomov. Strokovnjaki opozarjajo na zastarelost 
smernic FAO/WHO iz leta 2002, saj je medtem tehnologija zelo napredovala (FAO/WHO, 
2017). 
 
Povsod po svetu je bilo v zadnjih letih opravljenih veliko raziskav ustreznosti probiotičnih 
izdelkov. Elliott in Teversham (2004) sta analizirala devet probiotičnih izdelkov, dostopnih 
na prodajnih policah južne Afrike. Uporabila sta klasično metodo štetja na selektivnih 
gojiščih, za identifikacijo mikroorganizmov pa sta uporabila poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo v denaturirajočem gradientu (ang. denaturing gradient gel electrophoresis- 
DGGE). Prišla sta do zaključka, da so le trije od devetih izdelkov vsebovali vse deklarirane 
bakterije, le pet izdelkov pa je bilo glede števila bakterij skladnih z deklaracijo. 
 
Dejstvo, da je na trgu veliko število probiotičnih izdelkov, ki niso v skladu z deklaracijo so 
potrdili tudi Aureli in sod (2010). Z metodo PCR so analizirali DNA mikroorganizmov 
izolirano neposredno iz probiotičnega izdelka. Pri tem so odkrili, da 19 od 41 analiziranih 
izdelkov ni vsebovalo vsaj ene deklarirane vrste. Živost vseh deklariranih vrst bakterij so 
potrdili v samo petih (13%), število bakterij pa je bilo skladnih z deklaracijo v le 25 (61%) 
od  skupno 41 analiziranih izdelkov. Dobra polovica (51%) izdelkov je imela deklarirana 
komercialna imena mikroorganizmov in ne splošno priznanih imen vrst. Prišli so do 
zaključka, da kar 87% analiziranih izdelkov ne ustreza deklaraciji. Pri tem je šlo za 
pomanjkljivosti v številu, živosti ali vrsti deklariranih mikroorganizmov. En izdelek je 
vseboval tudi toksigeno bakterijo B. cereus. 
 
Wannaprasat in sod. (2009) so skladnost z deklaracijo preverjali v 13 probiotičnih izdelkih 
namenjenih za krmo živali. Za identifikacijo bakterij so uporabili metodo PCR. Noben od 
izdelkov se glede števila in vrste bakterij ni ujemal z deklariranim. Več kot polovica (7) 
izdelkov je vsebovala nižje skupno število bakterij, en izdelek pa je bil brez živih bakterij. 
Noben od izdelkov ni vseboval vseh deklariranih bakterijskih vrst, prav vsi izdelki pa so 
poleg nekaterih deklariranih vsebovali še druge vrste bakterij. 
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Bunesova in sod. (2014) so analizirali prisotnost bifidobakterij v probiotičnih izdelkih. Za 
analizo so uporabili metodo PCR, torej so določevali tako mrtve kot tudi žive bakterije. 
Testirali so 12 različnih probiotičnih izdelkov v obliki kapsul in kapljic, dostopnih na 
evropskem tržišču. Za razliko od večine raziskav so vsi izdelki vsebovali deklarirane 
bakterijske vrste. 
 
Tudi raziskava opravljena leta 2011 na slovenskem trgu kaže na številne pomanjkljivosti 
probiotičnih izdelkov. Le trije od štirinajstih izdelkov so glede na podatke na deklaraciji 
vsebovali zadostno število živih bakterij. Pet izdelkov pa je bilo glede prisotnosti vseh 
deklariranih bakterijskih vrst neustreznih (Sernel, 2011). 
 
Podobne rezultate kaže raziskava probiotičnih izdelkov na slovenskem trgu iz leta 2006. 
Od skupno sedmih analiziranih izdelkov so zgolj trije izdelki imeli naveden podatek o 
skupnem številu bakterij. Le en od skupno treh izdelkov pa je bil glede dejanskega števila 
živih bakterij tudi ustrezen (Zorko, 2006). 
2.8 ZAKONODAJA NA OBMOČJU EU IN DRUGOD PO SVETU 
 
Naraščajoče število in vitro in kliničnih raziskav, ki kažejo koristi probiotikov, se odraža 
tudi v vse večjem številu različnih probiotičnih izdelkov na tržišču. Na žalost pa številni 
med njimi ne dosegajo kriterijev kakovosti in učinkovitosti ter si tako ne zaslužijo naziva 
»probiotik« oziroma »probiotični izdelek« (Hill in sod., 2014). 
 
Po svetu je področje probiotikov različno urejeno. V ZDA je področje probiotikov 
regulirano glede na njihov namen uporabe. Glavna regulatorna organa sta DSHEA (Dietary 
Supplement  Health and Education Act) in FDA (Food and Drug Administration) (FDA, 
2004). Probiotični izdelki so v ZDA razvrščeni v 4 kategorije. Probiotična živila so pod 
nadzorom DSHEA. Če je probiotik v obliki prehranskega dopolnila, ki vstopa na novo na 
trg, potem je proizvajalec / prodajalec dolžan pred začetkom trženja dobiti dovoljenje FDA 
(FDA, 2004). 
 
Če je probiotik razvrščen v kategorijo zdravil oziroma ima navedbo o terapevtskem 
učinku, potem mora pred začetkom trženja biti dokazano varen in učinkovit za predviden 
namen uporabe. Področje zdravil je regulirano s strani FDA (FDA, 2016). V primeru, da 
gre za biološki izdelek je potrebno dovoljenje BLA (Biologic Licence Application). 
Biološki izdelek je lahko virus, terapevtski serum, toksin, cepivo, določena komponenta ali 
derivat krvi, alergen, beljakovina ali podoben izdelek namenjen preventivi, terapiji ali 
zdravljenju določenega bolezenskega stanja. V definiciji zdravila in biološkega izdelka ni 
razlike. Izdelek je v posamezno kategorijo razvrščen na podlagi sestave in predvidene 
uporabe. FDA zahteva dobro proizvodno prakso (GMP) in dovoljenje IND (Investigational 
New Drug) za zdravila, žive bioterapevtske učinkovine in biološke izdelke (FDA, 2008). 
 
Japonska je bila med prvimi državami, ki je že leta 1991 uvedla zakonodajo na področju 
funkcionalne hrane in nutracevtikov. Tako imenovani sistem FOSHU (angl. Food for 
Specified Health Use) je določal kriterije za funkcionalno hrano. Izdelki, ki so sodili v 
kategorijo FOSHU, so vsebovali informacijo o cilju delovanja, prehranski vrednosti, 
priporočljivi dnevni količini in opozorilu pred prekomernim uživanjem (Sanders in Huis, 
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1999). Navedbo o učinkovitosti živila je moralo potrditi pristojno Ministrstvo za zdravje. 
Od leta 2015 dalje pa razen tega obstaja možnost deklariranja probiotikov kot živil s 
funkcionalnimi trditvami, za katera so učinki znanstveno dokazani. V tem primeru je 
potrebno obvestiti »Generalni sekretariat agencije za potrošnike«, preden izdelek dajo na 
trg, ni pa predvidena presoja. 
 
V Novi Zelandiji in Avstraliji področje živil ureja agencija FSANZ (Food Standards 
Australia and New Zealand). Pred tem so bila funkcionalna živila definirana kot hrana, ki 
se jo uživa kot del običajnih prehranjevalnih navad, sedaj pa v to kategorijo uvrščajo tista 
živila, ki imajo določene fiziološke učinke in ne služijo zgolj zagotavljanju osnovnih 
prehranskih potreb (FSANZ, 2016; Williams in sod., 2006). 
 
Med ameriškimi državami velja Brazilija za prvo, ki je uvedla zakonodajo na področju 
funkcionalnih živil. Probiotiki veljajo za funkcionalna živila in ne kot običajna hrana. 
Zakonodaja zahteva testiranja varnosti in učinkovitosti vseh živilskih izdelkov. Pred 
začetkom trženja morajo biti izdelki registrirani in potrjeni preko zdravstvene agencije 
ANVISA (port. Agência Nacional de Vigilância Sanitária) (Freitas, 2006). 
 
V Indiji je zakonodaja na področju živil in zdravil pod nadzorom PFA (ang. Prevention of 
Food Adulteration) in FDA. Vse do nedavnega v Indiji ni bilo specifičnih regulatornih 
smernic glede probiotične hrane. V odsotnosti vseh standardov in smernic je bilo na trgu 
veliko število spornih, zavajajočih izdelkov. Zaradi tega je ICMR (Indian Council of 
Medical Research) v sodelovanju z DBT (Department of Biotechnology) izdala smernice, 
potrebne za začetek trženja probiotičnih izdelkov oziroma navajanja izdelka kot 
probiotičnega. Potrebna je karakterizacija bakterije do nivoja seva, in vitro testi za dokaz 
potencialnega probiotičnega seva, in vivo testi varnosti in učinkovitosti na živalih, ocena 
varnosti in učinkovitosti za humano uporabo, minimalno efektivno dozo ter primerne 
označbe na izdelku. Celoten proces proizvodnje mora potekati po načelih dobre proizvodne 
prakse (Ganguly in sod., 2011). 
 
Kitajska je sprva sprejela zakon o živilih in higieni, ki je definiral hrano kot vsak končni 
izdelek ali surovo sestavino v obliki hrane, pijače ali zdravila. Nedavno pa je zakonodajo 
vseh živil z učinkom na zdravje, tako funkcionalnih živil kot tudi nutracevtikov, začela 
nadzorovati SFDA (State Food and Drug Administration). Funkcionalna živila so 
definirana kot hrana, ki ima specifične zdravstvene učinke ali zagotavlja vitamine in 
minerale ter ima zmožnost regulacije telesnih funkcij (Yang, 2008). 
 
Organizacija JHCL (Joint Health Claims Initiative) je v Veliki Britaniji izdala dokument 
»Innovative Health Claims«. Ta dokument se nanaša na  zdravstvene trditve in zajema tudi 
področje probiotičnih izdelkov. Vsaka zdravstvena trditev, ki je deklarirana na izdelku 
mora imeti v ozadju znanstveno podlago. Znanstvene raziskave morajo biti narejene tako 
na celičnih linijah, živalih in ljudeh v epidemioloških ter kliničnih študijah (Feord, 2002). 
 
V Evropi področje prehranskih in zdravstvenih trditev na živilih ureja Uredba (ES) št. 
1924/2006 Evropskega Parlamenta in Sveta, ki je izšla leta 2006. Po prehodnem obdobju, 
ko je zaživel tudi register dovoljenih zdravstvenih trditev (Register skupnosti v zvezi s 
prehranskimi in zdravstvenimi trditvami - 20.člen Uredbe 1924/2006), je v Sloveniji 
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uredba stopila v polno veljavo z letom 2013, ko se je začel izvajati tudi inšpekcijski 
nadzor. V registru dovoljenih zdravstvenih trditev, ki se redno posodablja, še ni nobene za 
probiotike, zato probiotični izdelki ne smejo biti označeni z zdravstvenimi trditvami.   
 
Edina s strani EFSA dovoljena zdravstvena trditev za mlečnokislinske bakterije je trenutno 
ta, ki pravi, da žive kulture (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus in Streptococcus 
salivarius subsp. thermophilus) v jogurtu in fermentiranem mleku pomagajo pri prebavi 
laktoze. V tem primeru je EFSA dovolila karakterizacijo bakterij do nivoja vrste (ne seva) 
saj je mehanizem delovanja povsem jasen – mikrobna proizvodnja β-galaktozidaze, ki 
pripomore k prebavi laktoze v črevesju, ki je enak pri vseh predstavnikih teh dveh vrst 
(EFSA, 2010). 
 
Razlogi, zaradi katerih je EFSA do sedaj zavrnila vse predlagane zdravstvene trditve za 
probiotična živila in dopolnila (tako za koristne fiziološke učinke kot tudi za zmanjšanje 
možnosti za nastanek bolezni), so naslednji: pomanjkljiva karakterizacija 
mikroorganizmov, dnevni vnos in čas trajanja preizkusa nista bili v skladu s priporočenim 
za živila, nezadostno število preiskovancev v raziskavah, učinki so bili opazni le v delu 
populacije, pozitiven učinek probiotikov dokazan samo na bolnih posameznikih ter 
nepojasnjen biološki mehanizem delovanja. EFSA je v določenih raziskavah postavila pod 
vprašaj tudi veljavnost določenih biomarkerjev in primernost izbranih kliničnih simptomov 
(Glenn in sod., 2011). 
 
Regulatorni organi in organi za kontrolo na območju EU skušajo uveljaviti shemo za 
probiotično hrano in dopolnila, ki je bila prvotna namenjena razvoju zdravil. To dejstvo bo 
povečalo stroške prepotrebnih raziskav na probiotičnih živilih in dopolnilih glede varnosti 
zaradi nepotrebnih birokratskih zahtev, ki so zahtevne, če ne celo nemogoče za izdelke, ki 
se ne proizvajajo po farmacevtskih standardih (Hill in sod., 2014). 
 
Uporaba termina probiotik na prehranskih dopolnilih in živilih s probiotiki ni zaželjena, 
ampak jo večinoma tolerirajo. Potrošnikom lahko pomagajo pri izbiri izdelkov s probiotiki, 
ki so namenjeni podpori pri zdravljenju določenih bolezni ali motenj kvečjemu zdravniki 
ali farmacevti, ki edini smejo dobiti informacije s strani proizvajalcev (Hill in sod., 2014). 
 
Sikošek M. Probiotična prehranska dopolnila v luči spremenjene zakonodaje o zdravstvenih trditvah na živilih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
17 
3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1    NAČRT POSKUSA 
 
Med obširno ponudbo probiotičnih izdelkov, smo pod drobnogled vzeli 19 izdelkov, ki so 
bili na voljo na slovenskem tržišču. Večina izdelkov spada v skupino prehranskih dopolnil, 
z izjemo zobne paste, šampona ter enega izdelka v obliki praška, ki je deklariran kot 
sredstvo za posebne zdravstvene namene. 
 
S pomočjo klasičnih gojitvenih tehnik smo preverili, ali je dejansko število bakterijskih 
skupin v vzorcu skladno s številom navedenim na deklaraciji izdelka. Preverili smo tudi, 
ali so v izdelku prisotne vse deklarirane bakterijske vrste, za kar smo uporabili metodo 
verižne reakcije s polimerazo (PCR). Shematski potek dela je prikazan na sliki 4. 
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Slika 4: Shematski prikaz poteka dela od nakupa probiotičnih izdelkov do končne obdelave rezultatov 
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3.2 MATERIAL 
3.2.1 Probiotični izdelki 
 
Probiotične izdelke smo kupili v lekarnah in spletnih trgovinah v Sloveniji. Probiotični 
izdelki so bili do analize shranjeni na sobni temperaturi, z izjemo treh izdelkov, ki so bili v 
skladu z navodili proizvajalca shranjeni v hladilniku. 
 
Preglednica 2: Analizirani probiotični izdelki, roki uporabe in datumi analiz. 
Probiotični izdelek Proizvajalec Datum analize Rok uporabe 
A (žvečljive tablete) I 16.3.2015 12/2015 
B (kapljice) I 16.3.2015 05/2016 
C (kapsule) II 16.3.2015 06/2016 
D (prašek) III 16.3.2015 06/2016 
E (kapsule) IV 23.3.2015 10/2016 
F (prašek) V 30.3.2015  07/2016 
G (kapsule) V 30.3.2015  07/2016 
H (prašek) VI 30.3.2015  12/2015 
I (tablete) VII 30.3.2015  04/2017 
J (tablete) VII 13.4.2015 10/2016 
K (kapsule) VIII 13.4.2015 05/2016 
L (žvečljive tablete) IX 20.4.2015 05/2015 
M (napitek) X 20.4.2015 08/2015 
N (prašek) XI 13.4.2015 07/2016 
O (kapsule) XII 20.4.2015 08/2016 
P (napitek) XIII 4.5.2015 05/2015 
R (šampon) X 4.5.2015 12/2015 
S (zobna pasta) X 4.5.2015 11/2017 





Gojišče M17 smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Darmstadt, Nemčija), tako 
da smo raztopili 55 g gojišča v 1000 ml vode ter avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Gojišče 




Gojišče TOS (TOS propionate agar) smo pripravili po navodilih proizvajalca (Yakult, 
Tokio, Japonska) tako, da smo raztopili 62,5 g gojišča v 1000 ml vode ter avtoklavirali 15 
minut pri 115 °C. Tik pred razlivanjem na plošče, smo ohlajanemu gojišču (45–50 °C) 
dodali še antibiotik mupirocin v koncentraciji 50 mg/l gojišča. 
 
Antibiotik mupirocin smo pripravili po nekoliko spremenjenem postopku, kot je opisan v 
IDF Standard 220 (2010). Raztopili smo 100 mg mupirocina (Applichem, Darmstadt, 
Nemčija) v 10 ml 96 % etanola ter raztopino dobro premešali. Na tak način smo dobili 
založno raztopino antibiotika v koncentraciji 10 mg/ml. V gojišče smo tik pred razlivanjem 
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na plošče dodali 5 ml založne raztopine na 1000 ml gojišča. Gojišče smo uporabili  za 




Gojišče ROGOSA smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck), tako da smo raztopili 
74,5 g gojišča v 1000 ml Mili-Q (gojišča ne steriliziramo v avtoklavu, zato uporabimo 
mikrofiltrirano destilirano vodo). Tik pred razlivanjem na plošče, smo ohlajenemu gojišču 
(45–50 °C) dodali še ocetno kislino v koncentraciji 1,3 mg/l gojišča. Gojišče smo uporabili 




Gojišče CAE smo pripravili po navodilih proizvajalca (HiMediaLaboratories, Mumbai, 
Indija), tako da smo raztopili 58,4 g gojišča v 1000 ml vode. Gojišče smo sterilizirali v 
avtoklavu 15 minut pri 121 °C. Tik pred razlivanjem na plošče, smo ohlajanemu gojišču 
(45–50 °C) dodali raztopino 2,3,5-trifeniltetrazolijevega klorida (TTC) v koncentraciji 0,1 
g/l.  
 
Raztopino TTC smo pripravili tako, da smo v 100 ml merilno bučko zatehtali 1 g TTC 
(Merck) ter bučko do polovice napolnili z vodo. Vsebino smo z magnetnim mešalom 
mešali toliko časa, dokler se TTC ni popolnoma raztopil. Bučko smo nato napolnili z vodo 
do oznake ter raztopino prefiltrirali skozi 0,20 µm filter v sterilno epruveto. V gojišče smo 
dodali 10,0 ml tako pripravljene raztopine na 1000 ml gojišča. Gojišče smo uporabili za 




Gojišče TSA smo pripravili po navodilih proizvajalca (Biolife, Milano, Italija) tako, da 
smo raztopili 40 g gojišča v 1000 ml vode ter avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Gojišče 
smo uporabili v določanje spor vrste B. coagulans. 
 
3.2.3 Raztopine 
3.2.3.1 Fiziološka raztopina 
 
Ringerjevo raztopino ¼ jakosti oziroma fiziološko raztopino smo pripravili po navodilih 
proizvajalca (Merck) tako, da smo 2 tableti raztopili v 1 l vode ter jo razporedili v epruvete 
po 9 ml. Epruvete smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Fiziološko raztopino smo 
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3.2.3.2 Pufrirana peptonska voda 
 
Pufrirano peptonsko vodo smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo 
25,5 g prahu raztopili v 1 l vode ter avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Peptonsko vodo smo 




Za pripravo 50-kratne založne raztopine pufra TAE (tris acetatni pufer) smo uporabili 242 
g Tris base (Sigma, Steinheim, Nemčija), 57,1 ml ledocetne kisline (Fluka, Buchs, Švica) 
in 100 ml 0,5 M EDTA (Sigma). Raztopini smo umerili pH na 8,0 in jo avtoklavirali 15 
minut pri 121°C. Pred uporabo smo pripravljeno raztopino razredčili z vodo v razmerju 
1:50. Pufer TAE smo uporabili pri analizah pomnožkov PCR z gelsko elektroforezo. 
 
3.2.3.4 Reagenti za pripravo mikroskopskega preparata 
 
Mikroskopske preparate smo pripravili z uporabo komercialnega seta za barvanje (Bio-
Mérieux, Marcy L'Etoile, Francija), ki je vseboval: 
 
 kristal vijolično barvilo, 
 lugovo oziroma jodovo raztopino, 
 mešanico etanola in acetona (50:50), 
 barvilo safranin. 
 
3.2.4 Reagenti in encimi za izolacijo DNA in reakcijo PCR 
3.2.4.1 Reagenti za izolacijo DNA 
 
DNA smo izolirali z uporabo komercialnega seta »Wizard®Genomic DNA Purification 
Kit« (Promega, Madison, WI, ZDA), ki je vseboval: 
 
- raztopino za lizo jedra (NucleiLysisSolution) 
- raztopino RNAze (RNAseSolution) 
- raztopino za obarjanje proteinov (ProteinPrecipitationSolution) 
- raztopino za rehidracijo DNA (DNARehydrationSolution) 
 
Poleg komercialnega seta pa smo potrebovali še naslednje kemikalije: 
 
- lizocim (10 mg/ml) (Sigma Chemical) 
- mutanolizin (2500 U/ml) 
- EDTA (50 mM, pH=8,0) (Sigma Chemical) 
- izopropanol (Merck) 
- etanol (Merck) 
Sikošek M. Probiotična prehranska dopolnila v luči spremenjene zakonodaje o zdravstvenih trditvah na živilih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
22 
3.2.4.2 Reagenti za reakcijo PCR 
 
Uporabili smo naslednje reagente: 
- deionizirana, mikrofiltrirana in steriliziranavoda 
- GoTaq® Flexi komplet reagentov (Promega), ki vsebuje reakcijski pufer, MgCl2 in 
polimerazo 
- začetneoligonukleotide(Invitrogen Life Technologies, Paisley, Velika Britanija), 
- deoksinukleotidtrifosfat (dNTP) (Fermentas, Vilna, Litva), 
- pozitivna kontrola (DNA referenčnega seva). 
 
Reagenti za gelsko elektroforezo: 
 
- 1 x TAE pufer, 
- agaroza (Sigma Chemical), 
- raztopina  barvila SYBR Safe (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, 
ZDA), 




Na izdelkih smo pregledali deklaracije in na prvem mestu preverili ali so navedeni vsi 
obvezni podatki ter zdravstvene trditve, ki jih po novi zakonodaji (Hill in sod., 2014) ne bi 
smelo biti. Nato smo preverili pravilnost poimenovanja bakterij na seznamu veljavnih 
imen, ki je dostopen na spletni strani http://www.bacterio.cict.fr (Euzéby, 2018). 
 
Za analizo probiotičnih izdelkov smo uporabili klasične mikrobiološke tehnike:  
 
 štetje na selektivnih gojiščih za bifidobakterije, laktobacile, enterokoke, 
laktokoke, streptokoke in bacile;  
 ugotavljanje morfoloških lastnosti bakterij (barvanje po Gramu, 
mikroskopiranje s svetlobnim mikroskopom). 
 
Za potrditev identitete probiotičnih bakterij pa smo uporabili tudi molekularno-genetske 
metode: 
 
 osamitev DNA iz kolonij ali iz izdelkov;  
 verižna reakcija s polimerazo (PCR) z vrstno specifičnimi začetnimi 
oligonukleotidi;  
 agarozna gelska elektroforeza za pregledovanje pomnožkov PCR. 
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3.3.1 Ugotavljanje števila mikroorganizmov v probiotičnih izdelkih 
 
Priprava vzorca: Probiotične izdelke v obliki kapsul smo odprli ter prenesli približno 1 g 
vsebine v sterilno vrečko. Tablete smo strli do finega prahu in prav tako po 1 g prenesli v 
sterilne vrečke. Stekleničke s kapljicami smo dobro pretresli, nato pa celotno vsebino 
stekleničke prenesli v sterilno vrečko. Probiotični napitek, šampon ter izdelke v vrečkah 
smo dobro pretresli in v vrečke odtehtali po 10 g vzorca.  
 
Priprava primarne raztopine: Primarno raztopino smo pripravili tako, da smos pomočjo 
dilumata vzorcu dodali pufrirano peptonsko vodo. Vzorce kapsul in tablet smo redčili v 
razmerju 1:100, ostale vzorce pa v razmerju 1:10. Tako smo dobili stokratno oz. 
desetkratno redčitev vzorca. Vsebino vrečke smo premešali s pomočjo gnetilnika. Za 
analizo sporotvornih MO, smo del primarne raztopine termizirali: po 10 ml primarne 
raztopine smo  dali za 10 min v vodno kopel, segreto na 80 °C in nato hitro ohladili na 
sobno temperaturo. S tem smo inaktivirali vegetativne celice in se tako prepričali, če so v 
izdelku res prisotne spore B. coagulans. 
 
Priprava nadaljnjih redčitev: Primarno redčitev vzorca smo nato nadalje redčili po 
Kochu, vse do redčitve, ki smo jo na podlagi deklaracije o številu probiotičnih bakterij 
določili kot ciljno. Probiotičnih izdelkov obliki suspenzije prehodno nismo redčili s 
peptonsko vodo ampak smo takoj začeli z redčenjem po Kochu. 
 
Nacepljanje na gojišča in inkubacija: Za nacepitev na izbrana gojišča smo uporabili 24 
izbrane redčitve in na tak način dobili števne plošče. Izbrane redčitve vzorca smo z metodo 
razmazovanja nacepili na petrijeve plošče z ustreznimi gojišči. 0,1 ml redčitve vzorca smo 
sterilno nacepili na gojišče ter ga s plastično palčko razmazali po celotni površini gojišča. 
Plošče smo nato inkubirali pod ustreznimi pogoji kot je prikazano v preglednici 2. 
Anaerobne pogoje smo zagotovili z uporabo vrečk GENbox (Bio-Mérieux) in anaerobnih 
škatel. 
 
Preglednica 3: Uporabljena selektivna gojišča in pogoji inkubacije za specifične bakterijske vrste 
 
Gojišče Bakterijska skupina Pogoji inkubacije 
M17 
Laktokoki 48 ur, 30 °C, aerobno 
Str. thermophilus 24 ur, 37 °C, aerobno 
Str. salivarius 48 ur, 37 °C, aerobno 
TOS Bifidobakterije 72 ur, 37 °C, anaerobno 
ROGOSA Laktobacili 72 ur, 37 °C, anaerobno 
CAE Ent. faecium 72 ur, 37 °C, aerobno 
TSA B. coagulans 72 ur, 30 °C, aerobno 
MRS L. pseudomesenteroides 72 ur, 30 °C, aerobno 
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Štetje kolonij in izračun števila probiotičnih MO: Po končani inkubaciji smo število 
kolonij na petrijevih ploščah prešteli s pomočjo elektronskega števca (EŠKO 7L, LABO, 
Ljubljana). Kot števne plošče se štejejo tiste, na katerih zraste med 10 in 300 kolonij. 
Število preštetih kolonijskih enot (KE) v ml ali g probiotičnega izdelka smo izračunali po 
naslednji formuli (IDF Standard 100B, 1991): 
N= ΣK/ ((n1+0,1×n2)×d)         … (1) 
 
Legenda: 
N: število kolonijskih enot (KE) v 1 ml oz. 1 g izdelka 
ΣK: vsota kolonij na vseh števnih ploščah 
n1: število števnih plošč prve razredčitve 
n2: število števnih plošč druge razredčitve 
d: razredčitveni faktor prve (najnižje) razredčitve 
 
3.3.2 Ugotavljanje morfoloških lastnosti kolonij na gojiščih in mikroskopiranje 
 
Po inkubaciji smo na gojiščih prešteli kolonije pri posameznih razredčitvah ter si 
podrobneje ogledali izgled kolonij (barva, velikost, rob, združevanje kolonij). Iz izbranih 
gojišč smo izbrali eno do štiri (odvisno od števila bakterijskih vrst) kolonij in jih s cepilno 
zanko prenesli na objektno steklce, na katerega smo predhodno nanesli kapljico fiziološke 
raztopine. Kolonijo smo po steklcu razmazali, osušili ter razmaz fiksirali nad ognjem.  
Fiksirane preparate smo barvali po Gramu, po navodilih proizvajalca komercialnega seta 
(Bio-Mérieux). Sledili smo spodaj opisanemu postopku: 
 
 Na preparat najprej nanesemo kristal vijolično barvilo ter ga po približno 5 minutah 
speremo z destilirano vodo. 
 Pobarvamo z jodovo raztopino in jo po minuti speremo najprej z navadno vodo, 
nato pa še z mešanico etanola in acetona. Ponovno speremo z destilirano vodo. 
 Nazadnje dodamo barvilo safranin, ki ga po 1 minuti speremo z destilirano vodo. 
 Pobarvana steklca osušimo. 
 
Fiksirane in prebarvane preparate smo mikroskopirali pod svetlobnim mikroskopom. 
Zanimale so nas morfološke lastnosti mikroorganizmov, ki so specifične za vsako 
bakterijsko vrsto (velikost, oblika, združevanje, obarvanje po Gramu). 
 
3.3.3 Ugotavljanje prisotnosti deklariranih bakterijskih vrst z metodo PCR 
 
Prisotnost deklariranih bakterijskih vrst smo preverili s PCR analizo z uporabo vrstno 
specifičnih začetnih oligonukleotidov. Ker smo želeli preveriti, ali so te bakterije v izdelku 
tudi žive, smo najprej preverili njihovo prisotnost v kolonijah, ki so zrasle na različnih 
selektivnih gojiščih. V nekaterih izdelkih na ta način nismo uspeli potrditi vseh 
deklariranih bakterijskih vrst, zato smo izolirali tudi DNA direktno iz izdelkov, ter 
ponovno preverili prisotnost teh vrst. 
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3.3.3.1 Priprava kolonij za izolacijo DNA 
 
Iz izbranih gojišč smo izpirali kolonije tako, da smo na površino gojišča odpipetirali 2 ml 
fiziološke raztopine, s pomočjo pipete s površine izprali čim več kolonij in 1 ml te 
suspenzije prenesli v mikrocentrifugirke. Mikrocentrifugirke smo centrifugirali 3 minute 
pri 12.000 rpm, supernatant smo zavrgli in usedlino do izolacije shranili v zamrzovalniku. 
3.3.3.2 Izolacija DNA 
 
DNA smo izolirali z uporabo komercialnega seta »Wizard®Genomic DNA Purification 
Kit« (Promega). Sledili smo navodilom proizvajalca za izolacijo DNA G+ bakterij. 
Nekatere korake smo na podlagi predhodnih izkušenj rahlo spremenili. 
 
 Pripravljene usedline celic  smo resuspendirali v raztopini, ki je vsebovala 600 µl 
50 mM EDTA, 6 mg lizocima ter 6 µl mutanolizina (2500 U/ml). Vsak vzorec smo 
s pipeto dobro premešali. 
 Vzorce smo inkubirali 60 min pri 37 °C. 
 Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 2 min pri 16000 g ter supernatant zavrgli. 
 Usedlino celic smo s pipeto resuspendirali z dodatkom 600 µl 
»NucleiLysisSolution« in inkubirali v vodni kopeli 5 min pri 80 °C. 
 Vzorce smo ohladili na sobno temperaturo, dodali 3 µl »RNaseSolution«, dobro 
premešali ter inkubirali 30 min pri 37 °C. 
 Dodali smo 200 µl »Protein PrecipitationSolution«, premešali na vrtinčniku in 
inkubirali 20 min v ledu. 
 Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 3 min pri 16000 g ter supernatant prelili v 
nove mikrocentrifugirke, kamor smo predhodno dodali 600 µl izopropanola. 
 Centrifugirali smo 3 min pri 16000 g in supernatant zavrgli. 
 Usedline smo sprali z dodatkom 600 µl etanola ter centrifugirali 2 min pri 16000 g. 
Supernatant smo zavrgli, epruvete pa smo pustili odprte 24 h oziroma toliko časa, 
da je etanol dodobra izhlapel. 
 DNA smo rehidrirali z dodatkom 100 µl »DNARehydrationSolution« in postavili 
do nadaljnje analize shranili v zamrzovalniku. 
 
Po zgoraj opisanem postopku smo izolirali DNA iz vseh probiotičnih izdelkov, pri katerih 
smo na selektivnih gojiščih opazili rast. Izolirano DNA,  smo uporabili v reakcijah PCR. 
 
Pri tistih izdelkih, pri katerih v kolonijah iz gojišč nismo uspeli potrditi prisotnosti vseh 
deklariranih bakterijskih vrst, smo izolirali DNA tudi direktno iz izdelka. To smo naredili 
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3.3.3.3 Analiza PCR 
 
Reakcijsko mešanico za PCR smo pripravili v posebni komori za PCR. Za vsako 
analizirano bakterijsko vrsto smo pripravili reakcijsko mešanico za vse vzorce skupaj. 
Skupen volumen reakcijske mešanice smo izračunali na podlagi števila vzorcev ter dveh 
kontrol (pozitivna in negativna). Pozitivno kontrolo je predstavljala DNA seva, ki pripada 
analizirani bakterijski vrsti, negativno pa deonizirana voda.  
 
Volumen reakcijske mešanice za vsak vzorec je znašal 18 µl, kateremu smo dodali 2 µl 
tarčne DNA. Skupni volumen je bil torej 20 µl in je zajemal naslednje komponente: 
 
- Vodo 
- 1 x GoTaq® Flexi pufer 
- 0,5 µM začetnega oligonukleotida I 
- 0,5 µM začetnega oligonukleotida II 
- 0,1 mM dNTP-jev 
- 1,5 - 7 mM MgCl2 
- 0,025 U/µl GoTaq polimeraze 
 
Pripravljeno reakcijsko mešanico za vse vzorce (brez tarčne DNA) smo dobro premešali na 
vrtinčniku in jo razporedili v mikrocentrifugirke (po 18 µl v vsako) in dodali 2 µl tarčne 
DNA. Pripravljene mikroepruvete smo kratek čas centrifugirali pri 3000 rpm in jih prenesli 
v aparaturo za PCR (Mastercycler Gradient, Eppendorf) ter glede na podlagi analizirane 
bakterijske vrste izbrali ustrezen protokol. Podatki o velikosti specifičnih produktov in 
uporabljenih začetnih oligonukleotidih so prikazani v preglednici 3, pogoji poteka reakcij 
PCR pa so prikazani v preglednici 4. 
 
 
Preglednica 4: Začetni oligonukleotidi specifični za bakterijsko vrsto ter pričakovana velikost nastalih 
pomnožkov reakcije PCR 






Lb. acidophilus LacІ LacІІ 759 bp Ward in Timmins, 1999 
Ent. faecium Ddl E. faecium F1 Ddl E. faecium F2 550 bp Dutka-Malen in sod., 1995 
Bif. bifidum BiBIF-1 BiBIF-2 278 bp Matsuki in sod., 1999 
Lb. reuteri Lfpr Reu / Walter in sod., 2000 
Lc. lactis 27f LIa 87 bp Barakat in sod., 2000 
Bif. animalis 
subsp. lactis BflactF BflactR 194 bp 
Malinen in sod., 
2003 





casei/paracasei Y2 Para1 290 bp 
Ward in Timmins, 
1999 
se nadaljuje 
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Preglednica 5: Potek reakcije PCR za posamezno bakterijsko vrsto 




Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
62 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 




Začetek 95 °C/2 min 1 Dutka-Malen 
in sod., 1995 (Ent. faecium); 
Matsuki in 
sod., 1999 (Bif. bifidum); 





95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 




Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/15 s 
62 °C/200 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Str. 
thermophilus 








95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 





Začetek 95 °C/3 min 1 Ward in Timmins, 1999 (Lb. 
casei 
Lb. paracasei); 
Walter in sod., 




95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
se nadaljuje 
Nadaljevanje Preglednice 4 







casei/paracasei Y2 Cas1 300 bp 
Ward in Timmins, 
1999 




LB1 LLB1 1065 bp Torriani in sod., 1999 
Lb. gasseri Lgas3 Lgas2 360 bp Song in sod., 2000 
Lb. salivarius SAL1 LOWLAC 993 bp Chagnaud in sod., 2001 
Bif. longum F R 106 bp Malinen in sod., 2003 
B. coagulans B.coag-F B.coag-R 555 bp Liu in sod., 2010 
Bif. breve B.Breve IDB31F IDBC1R 827 bp Kwon in sod., 2005 
Lb. rhamnosus PrІ RhaІІ 186 bp Walter in sod., 2000 
Bif. infantis BiINF-1 BiINF-2 828 bp Matsuki in sod., 1999 
Leuconostoc 
mesenteroides Lmes-f Lmes-r 1150 bp Lee in sod., 2000 
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Nadaljevanje Preglednice 5 






Začetek 95 °C/3 min 1 Chagnaud in 
sod., 2001 (Lb. plantarum); 
Torriani in sod., 1999 (Lb. 





95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. gasseri 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
65 °C/30 s 
75 °C/30 s 
30 
Zaključek 75 °C/5 min 1 
Lb. salivarius 






95 °C/30 s 
50 °C/30 s 
72 °C/1 min 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Bif. longum 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/15 s 
60 °C/20 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
B. coagulans 
Začetek 95 °C/5 min 1 




95 °C/30 s 
56 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/10 min 1 
Bif. breve 
Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
64 °C/30 s 
72 °C/1min 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Lb. rhamnosus 
Začetek 95 °C/3 min 1 





95 °C/30 s 
58 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Bif. infantis 






95 °C/30 s 
55 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 




Začetek 95 °C/3 min 1 




95 °C/30 s 
62 °C/30 s 
72 °C/30 s 
30 
Zaključek 72 °C/5 min 1 
Leuconostoc 
mesenteroides  
Začetek 95 °C/5 min 1 




95 °C/30 s 
60 °C/30 s 
72 °C/1 min 
30 
Zaključek 72 °C/10 min 1 
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3.3.4 Detekcija pomnožkov z gelsko elektroforezo 
 
Produkte PCR reakcije smo analizirali z gelsko elektroforezo. Velikost pomnožkov 
dobljenih s PCR smo primerjali z molekulskim označevalcem velikosti DNA. 
3.3.4.1 Priprava gela za elektroforezo 
 
Gel, ki je potreben za analizo pomnožkov dobljenih s PCR reakcijo smo pripravili po 
naslednjem postopku: 
 
- V 250 ml stekleničko smo zatehtali 3,15 g agaroznega gela in 210 ml 1-
kratnega TAE pufra. 
- Raztopino smo premešali ter jo segrevali v mikrovalovni pečici toliko časa, da 
se je agaroza popolnoma raztopila (raztopina postane bistra). Med segrevanjem 
smo raztopino premešali. 
- Bistro raztopino smo postavili v vodno kopel, dokler se ni ohladila na primerno 
temperaturo. 
- Raztopino gela smo vlili v nastavek za elektroforezo, v katerega smo vpeli 
glavničke ustrezne velikosti. 
- Ko se je gel strdil, smo vzeli glavničke iz gela (dobili smo prostorčke za nanos 
vzorcev) ter ga prenesli v aparaturo za potek elektroforeze. 
 
3.3.4.2 Nanos vzorcev in potek elektroforeze 
 
Za nanos vzorcev in potek elektroforeze smo se držali naslednjega postopka: 
 
- Na gel smo v prazne prostorčke nanašali po 10 µl pomnožkov PCR (vključno s 
pozitivno in negativno kontrolo) ter 3,5 µl molekulskega označevalca velikosti 
100 bp. 
- Na začetek in konec smo nanesli molekulski označevalec. 
- Na predzadnje mesto smo nanesli pozitivno, na zadnje mesto pa negativno 
kontrolo 
- Elektroforezo smo vodili pri 90 do 100 V (odvisno od števila in velikosti 
vzorcev) od 60 do 90 min. 
- Po elektroforezi smo gel položili v raztopino barvila SYBR Safe za 30 do 60 
min 
- Gel smo pregledali z 12-bitno kamero pri UV svetlobi (λ = 302 nm). 
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4 REZULTATI 
4.1 DEKLARACIJE PROBIOTIČNIH IZDELKOV 
 
Preverili smo ali so na probiotičnih izdelkih navedena taksonomsko pravilna imena, 
ustrezno deklarirano število posamezne bakterijske vrste ter ali je poleg rodu in vrste 
navedena tudi oznaka seva posamezne probiotične bakterije. Pravilnost imen deklariranih 
probiotičnih bakterij smo preverili na spletni strani http://www.bacterio.net/.  
 
Od analiziranih devetnajstih izdelkov, je deklaracija povsem ustrezna le pri treh izdelkih. 
Pri štirih izdelkih manjkajo oznake sevov, pri šestih izdelkih je podano samo skupno 
število bakterij, ne pa tudi število za vsako posamezno bakterijsko vrsto, pri enem izdelku 
pa je podano le število za en prisoten sev, za ostale tri prisotne seve pa le skupno število. 
Pri treh izdelkih ni navedenih niti sevov, niti ni podatka o številu bakterij za vsako 
bakterijsko vrsto. Pri dveh izdelkih pa ni oznake seva, niti ni podatka o skupnem številu 
bakterij. Vsi podatki o deklariranih bakterijskih vrstah in številu bakterij so zbrani v 
preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Podatki o deklariranih probiotičnih bakterijah ter njihovem številu v analiziranih izdelkih 
Oznaka 
izdelka 






Lb. reuteriProtectis Najmanj 108 KE/tableto DA 
B (kapljice) Lb. reuteriProtectis Najmanj 108 KE/5 kapljic DA 
D (prašek) 
Lb. acidophilus DSM 24735 
Lb. plantarum DSM 24730 
Lb. paracasei DSM 24733 
Lb. delbrueckii subsp. 
bulgaricus DSM 24734 
Bif. breve DSM 24732 
Bif. longum DSM 24736 
Bif. infantis DSM 24737 
Str. thermophilus DSM 24731 















Lb. acidophilus 1,2 x 109 KE/kapsulo 
Lb. casei 6,0 x 108 KE/kapsulo 
Lb. rhamnosus 6,0 x 108 KE/kapsulo 
Lb. salivarius 6,0 x 108 KE/kapsulo 
Bif. bifidum 2,0 x 108 KE/kapsulo 
Bif. longum 2,0 x 108 KE/kapsulo 
Bif. lactis 2,0 x 108 KE/kapsulo 
Str. thermophilus 4,0 x 108 
KE/kapsulo 
Najmanj  4,0 x 109 KE/kapsulo 









Lb. acidophilus5,0 x 108 KE/kapsulo 
Lb. casei 8,0 x 108 KE/kapsulo 
Bif. lactis 5,0 x 108 KE/kapsulo 
Lb. plantarum 1,0 x 109 KE/kapsulo 
Lb. rhamnosus 7,0 x 108 KE/kapsulo 
Skupaj 3,5 x 109 KE/kapsulo 
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nadaljevanje Preglednice 6 
Oznaka 
izdelka 





Lb. gasseri PA 16/8 
Bif. bifidum MF 20/5 
Bif. longum SP 07/3 






Lb. gasseri PA 16/8 
Bif. bifidum MF 20/5 
Bif. longum SP 07/3 






Lb. acidophilus La-14 
Lb. bulgaricus Lb-64 
Bif. animalislactis Bl-04 
Bif. breve Bb-03 
Str. thermophilus St-21 
B. coagulans BC599 






Lb. acidophilus La-14 
Lb. bulgaricus Lb-64 
Bif. animalis lactis Bl-04 
Bif. breve Bb-03 
Str. thermophilus St-21 
B. coagulans BC599 






Lb. acidophilus NIZO 3678 
Lb. paracasei NIZO 3672 
Lb. plantarum NIZO 3684 
Lb. rhamnosus NIZO 3689 
Lb. salivarus NIZO 3675 
Bif. bifidum NIZO 3804 
Bif. lactis NIZO 3680 
E. faecium NIZO 3886 












Lb. acidophilus4,0 x 108 KE/2 kapsuli 
Lb. casei 2,0 x 108 KE/2 kapsuli 
Lb. bulgaricus1,5 x 108 KE/2 kapsuli 
Lb.rhamnosus 3,0 x 108 KE/2 kapsuli 
Bif. breve 2,0 x 108 KE/2 kapsuli 
Bif. longum 1,0 x 108 KE/2 kapsuli 
Str. thermophilus 2,0 x 108 KE/2 
kapsuli 
Skupaj 1,55 x 109 KE/2 kapsuli 





Str. salivarius K12 
 
Lb. acidophilus 2,0 x 109 KE/2 tableti 
Str. salivarius K12 1,0 x 109 KE/2 
tableti 
Skupaj 3,0 x 109KE/2 tableti 
NE (podan je 








Skupaj 1011 KE/ml v trenutku 
polnjenja 
NE (ni oznake 
sevov, podano 
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nadaljevanje Preglednice 6 
Oznaka 
izdelka 





Lb. acidophilus HA-122 
Lb. paracasei HA-196 
Lb. rhamnosus HA-111 
Bif. bifidum HA-132 
Bif. longum HA-135 
 
Lb. acidophilus HA-122: 2,0 x 108 
KE/kapsulo 
Lb. paracasei HA-196:4,0 x 108 
KE/kapsulo 
Lb. rhamnosus HA-111:1,0 x 109 
KE/kapsulo 
Bif. bifidum HA-132:2,0 x 108 
KE/kapsulo 
Bif. longum HA-135:2,0 x 108 
KE/kapsulo 












Skupaj 2,0 x 109 KE/100 ml 
 
NE (ni oznake 
sevov, podano 
























Lb. acido LAB ATCC 7050 
Lb. acidophilus La-14 
Lb. paracasei Lpc-37 
Lb. plantarum Lp-115 
Bif. lactis Bl-04 
Lb. acido LAB ATCC 7050: 
11 x 109 KE/v zamašku; 
mešanica sevov 
Lb. acidophilus La-14, 
Lb. paracasei Lpc-375,Lb. plantarum 
Lp-115 inBif. lactis Bl-04: 5,0 x 109 
KE/v zamašku 






vse prisotne  
seve) 
 
Preverili smo tudi, ali so na deklaraciji izdelkov navedeni vsi obvezni podatki (Ministrstvo 
za zdravje, 2008) ter uporabo izraza »probiotik«, ki ga na izdelku ne bi smelo biti. Kot 
lahko vidimo v tabeli (tabela v prilogi), ima večina izdelkov navedene vse obvezne 
podatke, vseeno pa smo sporno navedbo »probiotik« ali izpeljanko te besede, našli pri treh 
izdelkih. Eden izmed izdelkov ima že sporno ime »probiotični kompleks«, drugi izdelek 
ima navedbo »probiotik z živimi mlečno kislinskimi bakterijami«, na tretjem pa smo našli 
sporno navedbo »Izbrani probiotiki«. Navedbo »probiotični prašek« smo našli tudi na 
izdelku D, ki spada med dietetična zdravila za posebne zdravstvene namene. Ker ta izdelek 
ne spada med prehranska dopolnila, ta navedba po zgoraj omenjeni zakonodaji ni sporna. 
Pri treh izdelkih na embalaži ni navedenega opozorila »Shranjevati nedosegljivo 
otrokom!«. 
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4.2 ŠTEVILO PROBIOTIČNIH BAKTERIJ IN MORFOLOGIJA BAKTERIJSKIH 
CELIC 
 
Za vsak probiotični izdelek smo preverili, ali se deklarirano število živih bakterij ujema z 
dejanskim. Zato smo izdelke analizirali z metodo štetja na ploščah in tako ugotovili 
prisotnost živih bakterijskih skupin v posameznem izdelku. Rezultate smo primerjali s 
številom navedenim na deklaraciji in tako preverili skladnost z deklaracijo. Rezultati so 
zbrani v preglednici 6. Izdelke, pri katerih je bilo določeno število živih bakterij enako ali 
višje od deklarirane vrednosti smo označili kot ustrezne. Pri izdelkih, pri katerih je bilo 
število do 0,5 log KE/g nižje od deklariranega smo označili kot delno ustrezne. Izdelki, pri 
katerih je bilo živih bakterij za več kot 0,5 log KE/g nižje od deklariranega, pa so označeni 
kot neustrezni. 
 
Izmed analiziranih devetnajstih izdelkov je le pri osmih izdelkih število ustrezalo 
deklaraciji. Pri enem izdelku je skupno število bakterij ustrezalo deklaraciji, število 
nekaterih bakterijskih skupin pa je bilo prenizko. Pri dveh izdelkih je število nekoliko nižje 
od deklariranega in smo jih zato označili kot delno ustrezne. Pet izdelkov ima število 
precej nižje od deklariranega. Pri treh izdelkih na ploščah ni bilo izraslih kolonij, 
skladnosti z deklaracijo pa nismo mogli podati, saj na deklaraciji število bakterij ni 
navedeno. 
 
Preglednica 7: Število živih probiotičnih bakterij v izdelku ter skladnost z deklaracijo 













Laktobacili 2,2 x 108 9,9 x 107 KE/tableto Ustreza 
B (kapljice) Laktobacili 1,3 x 108 2,1 x 107 KE/5 kapljic Ne ustreza 
D (prašek) 
Laktobacili 1,5 x 1010 
7,9 x 1011 KE/vrečko Ustreza 
Bifidobakterije 5,6 x 1010 
Str. thermophilus 1,1 x 1011 
Skupno število 1,8 x 1011 
C (kapsule) 
 
Laktobacili 2,4x 109 1,1 x 109 KE/kapsulo 
Ne ustreza 
Bifidobakterije 3,7 x 108 1,7 x 108 KE/kapsulo 
Str. thermophilus 1,5 x 108 7,1 x 107 KE/kapsulo 
Skupno število 2,9 x 109 1,3 x 109 KE/kapsulo 
E (kapsule) 
Laktobacili 1,2 x 109 5,6x 108 KE/kapsulo 
Ne ustreza Bifidobakterije 6,5 x 108 3,0 x108 KE/kapsulo 
Skupno število 1,9 x 109 8,6 x 108 KE/kapsulo 
I (tablete) 
Laktobacili 3,5 x 107 
3,6x 107 KE/tableto Ustreza Bifidobakterije 9,3 x 105 
Skupno število 3,6 x 107 
se nadaljuje 
Sikošek M. Probiotična prehranska dopolnila v luči spremenjene zakonodaje o zdravstvenih trditvah na živilih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
34 
 
nadaljevanje Preglednice 7 













Laktobacili 3,9 x 107 
4,0 x 107 KE/tableto Ustreza Bifidobakterije 6,3 x 105 
Skupno število 4,0x 107 
F (prašek) 
 
Laktobacili 4,4x 108 
1,2 x 109 KE/vrečko Delno ustreza 
Bifidobakterije 4,0 x 107 
Str. thermophilus 1,0 x 108 
B. coagulans 1,0 x 103 
Skupno število 5,8 x 108 
G (kapsule) 
 
Laktobacili 6,4 x 108 
2,5 x 108 KE/kapsulo Delno ustreza 
Bifidobakterije Manj kot103 
Str. thermophilus 1,0 x 103 
B. coagulans 1,2 x 104 
Skupno število 6,4 x 108 
H (prašek) 
 
Laktobacili 9,9x 108 
1,2 x 1010 KE/vrečko Ustreza 
Bifidobakterije 8,3 x 108 
E. faecium 4,2 x 108 
Skupno število 2,3 x 109 
K (kapsule) 






Bifidobakterije 6,9 x 107 6,9 x 107 KE/2 kapsuli 
Str. thermophilus 1,6 x 109 1,6 x 109 KE/2 kapsuli 
Skupno število 2,6 x 109 2,6 x 109 KE/2 kapsuli 
L (žvečljive 
tablete) 
Lb.acidophilus Manj kot103 Manj kot103 KE/tableto 
Ne ustreza Str. salivarius  Manj kot10
3 Manj kot103 KE/tableto 
Skupno število Manj kot 103 Manj kot 103 
KE/tableto 
M (napitek) 
Lb.acidophilus Manj kot 103 
Manj kot 103 
KE/mililiter n.p. 
Bif. lactis Manj kot 103 
Skupno število Manj kot 103 
N (prašek) 
Lb. rhamnosus  1,9 x 108 
6,4 x 109 KE/2 vrečki Ustreza Bif. lactis 1,4 x 109 
Skupno število 1,6 x 109 
O (kapsule) 
Laktobacili 5,9 x 109 3,4 x 109 KE/kapsulo 
Ustreza Bifidobakterije 8,8 x 108 5,1 x 108 KE/kapsulo 
Skupno število 6,8 x 109 3,9 x 109 KE/kapsulo 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 7 













Laktobacili 1,1 x 106 
2,6 x 109 KE/100 ml Ustreza 
Bif. bifidobacterium 2 x 105 




1,2 x 106 
Skupno število 2,6 x 106 
R (šampon) Lb.acidophilus Manj kot 103 n.p. n.p. 
S (zobna pasta) Lb.acidophilus Manj kot 103 n.p. n.p. 
T (suspenzija) 
Laktobacili Manj kot 103 Manj kot 103 KE/stekl. 
Ne ustreza Bif. lactis Manj kot 103 Manj kot 103 KE/stekl. 
Skupno število Manj kot 103 Manj kot 103 KE/stekl. 
Legenda: n.p. –na deklaraciji ni podatka o številu  
 
Kolonije, izrasle na posameznih selektivnih gojiščih, smo pregledali in nato iz vsakega 
gojišča izbrali nekaj različnih kolonij ter jih pregledali pod mikroskopom. 
  
Na gojišču ROGOSA so izrasle bele do rumene kolonije, ki so lahko svetleče, so okrogle 
ali v obliki rožice in različnih velikosti. Mikroskopski pregled je pokazal, da na tem 
gojišču rastejo G+ bakterije v obliki palčk, ki so lahko različno dolge in se nahajajo 
posamezno, v parih ali v verižicah. Primer kolonij laktobacilov na plošči ter pod 
mikroskopom je prikazan na sliki 5. 
 
 
Slika 5: Gojišče ROGOSA z izraslimi kolonijami laktobacilov (levo) in mikroskopski preparat laktobacilov 
(desno) 
 
Na gojišču TOS so izrasle zelo podobne bele, izbočene kolonije z ostrim robom in 
različnih velikosti. Mikroskopski preparat je pokazal značilno obliko G+ razvejanih, 
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krajših in daljših palčk z zaobljenimi konci ter v obliki črk V in Y. Kolonije bifidobakterij 
na plošči ter pod mikroskopom so prikazane na sliki 6. 
 
 
Slika 6: Kolonije bifidobakterij na gojišču TOS (levo) in bifidobakterije pod mikroskopom (desno) 
 
Kolonije na gojišču M17 so bile bele, svetleče, majhne do srednje velike, z ostrim robom. 
Pod mikroskopom so bili vidni G+ koki, okrogli in ovalni, ki se nahajajo posamezno, v 
parih, verižicah in skupkih. Kolonije streptokokov na plošči in pod mikroskopom so 
prikazane na sliki 7. 
 
 
Slika 7: Str. thermophilus na gojišču M17 (levo) in bakterije Str. thermophilus pod  mikroskopom (desno) 
 
 
Na gojišču TSA so zrasle velike, bledo bele kolonije B. coagulans, ki so bile nepravilne 
oblike, z ostrim robom (Slika 8). Pod mikroskopom so bile vidne posamezne, G+ tanke 
palčke. 
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Slika 8: Kolonije B. coagulans na gojišču TSA 
 
Na gojišču CAE (slika 9) so izrasle kolonije E. faecium z značilnim rdečim obarvanjem, z 
nazobčanim robom in s temnejšim centrom. Pod mikroskopom so bili vidni G+ veliki in 
majhni koki, ki so rastli posamezno, v parih, skupkih in verižicah. 
 
 
Slika 9: Ent. faecium na gojišču CAE 
 
4.3 PRISOTNOST DEKLARIRANIH BAKTERIJSKIH VRST 
 
Izolirano DNA, ki smo jo dobili z izpiranjem kolonij iz gojišč ter nadaljnjim čiščenjem z 
uporabo komercialnega seta »Wizard®Genomic DNA Purification Kit«, smo uporabili v 
reakcijah PCR z uporabo vrstno specifičnih začetnih oligonukleotidov. Na tak način smo 
določevali prisotnost živih bakterijskih vrst. 
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Pri izdelkih, pri katerih na gojišču, ni bilo izraslih kolonij, ali nismo uspeli potrditi 
prisotnosti vseh deklariranih bakterijskih vrst, smo uporabili tudi DNA neposredno iz 
izdelka. Na tak način smo poleg živih, zajeli tudi mrtve probiotične bakterije.  
Kot je razvidno iz preglednice 8, je izmed devetnajstih izdelkov le osem izdelkov v celoti 
ustrezalo deklaraciji glede prisotnosti vseh bakterijskih vrst. Izdelke, pri katerih smo dobili 
negativen rezultat pri analizi DNA iz gojišča ter pozitivnega pri analizi DNA neposredno 
iz izdelka, smo smatrali kot ustrezne. Pri štirih izdelkih nismo uspeli potrditi le ene izmed 
deklariranih vrst, pri enem izdelku pa nismo potrdili prisotnosti dveh od osmih deklariranih 
vrst. Pri petih izdelkih prisotnosti vrst nismo določali, saj pri nacepljanju na plošče ni bilo 
izraslih kolonij. Pri enem izmed izdelkov v DNA izolirani iz izraslih kolonij nismo potrdili 
deklariranih bakterijskih vrst, DNA iz izdelka pa nismo analizirali, saj je izdelku v času 
analize že potekel rok trajanja. 
Preglednica 8: Prisotnost bakterijskih vrst v analiziranih probiotičnih izdelkih 
Oznaka izdelka Deklarirana bakterijska vrsta  Prisotnost bakterijske vrste 
A (žvečljive tablete) Lb. reuteri  + 
B (kapljice) Lb. reuteri + 
D (prašek) 
Lb. acidophilus  
Lb. plantarum  
Lb. paracasei  
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus  
Bif. breve  
Bif. longum  
Bif. infantis  







































Lb. gasseri  
Bif. bifidum  






Lb. gasseri  
Bif. bifidum  
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nadaljevanje Preglednice 8 





Bif. animalis lactis  
Bif. breve  
Str. thermophilus  












Bif. animalis lactis  
Bif. breve  
Str. thermophilus  








































L (tablete) Lb. acidophilus Str. salivarius  
n.p. 
M (napitek) Lb. acidophilus Bif. lactis 
- 
- 





Lb. paracasei  
Lb. rhamnosus  
Bif. bifidum  




















R (šampon) Lb. acidophilus n.p. 
S (zobna pasta) Lb. acidophilus n.p. 
T (napitek) 
Lb. acidophilus  
Lb. paracasei  
Lb. plantarum  
Bif. lactis  
n.p. 
Legenda: 
n.p.-ni podatka (na gojiščih ni bilo izraslih kolonij, zato analize nismo mogli izvesti) 
(iz)- prisotnost potrjena v DNA izolirane direktno iz izdelka; *-analizirana samo DNA iz izraslih kolonij 
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5  RAZPRAVA 
5.1 DEKLARACIJE PROBIOTIČNIH IZDELKOV 
 
Večino probiotičnih izdelkov, ki smo jih analizirali, uvrščamo v kategorijo prehranskih 
dopolnil in živil. Na podlagi Zakona o zdravstveni ustreznosti živil in izdelkov ter snovi, ki 
prihajajo v stik z živili (2000), se živilom ne sme pripisovati zdravilnih lastnosti v smislu 
preprečevanja ter zdravljenja bolezni ali jih označevati oziroma oglaševati s sliko, 
znamenji, izrazi ali besedili, ki bi lahko potrošnika zavedli v zmoto glede sestave, lastnosti, 
namena uporabe ali učinka delovanja. 
 
Deklaracija na izdelku, da potrošniku vedenje oziroma znanje, zato je pomembno, da so 
vse informacije pravilno navedene. Po drugi strani, pa ustrezna deklaracija v potrošniku 
vzbudi določeno mero zaupanja v sam probiotični izdelek. Po mnenju ISAPP (2017) je 
razumevanje deklaracije na probiotičnih izdelkih za povprečnega potrošnika zahtevno. Na 
območju EU tovrstni izdelki informacij o zdravstvenih učinkih ne smejo vsebovati. Še več, 
v določenih državah EU na izdelku ne sme biti niti osnovnega podatka, da gre za 
probiotični izdelek oziroma probiotik. 
Na podlagi smernic, ki jih je izdala delovna skupina FAO/WHO (2002), bi morala 
deklaracija vsebovati naslednje informacije: 
 rod, vrsta in sev, 
 minimalna koncentracija vsakega probiotičnega seva ob koncu roka uporabe, 
izraženo kot  število KE, 
 priporočena dnevna doza, za dosego želenega učinka, 
 učinki na zdravje (v skladu z zakonodajo), 
 primerni pogoji skladiščenja ter 
 kontakt proizvajalca za stike s potrošnikom. 
 
V naši raziskavi, ki je zajemala 19 probiotičnih izdelkov, smo našli kar nekaj 
pomanjkljivosti pri deklaraciji vseh probiotičnih bakterij. Bakterijske vrste so bile 
deklarirane na vseh probiotičnih izdelkih, ne pa tudi oznake sevov. Sevi so bili v celoti 
navedeni na desetih (53 %) izdelkih in sicer na izdelkih z oznakami A, B, I, J, D, F, G, H, 
O, in T. Na izdelku z oznako L, pa je bil naveden le en od skupno dveh sevov. 
 
Tudi podatek o številu bakterij za vsako posamezno bakterijsko vrst, je bil bolj izjema kot 
pravilo. Število posamezne bakterijske vrste je bilo ustrezno deklarirano na sedmih (37 %) 
izdelkih in sicer na izdelkih z oznakami A, B, C, E, K, L in O. 
 
Izdelka z oznakama R in S nimata niti podatka o skupnem številu mikroorganizmov. 
Zdravstvenih trditev, ki bi se nanašale na probiotične bakterije, nismo zasledili. 
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5.2  REZULTATI UGOTAVLJANJA ŠTEVILA DEKLARIRANIH BAKTERIJ V 
PROBIOTIČNIH PREHRANSKIH IZDELKIH 
 
Definicija, ki je bila potrjena že leta 2002 s strani delovne skupine FAO/WHO pravi, da so 
probiotiki živi, selektivno izbrani mikroorganizmi, ki pod pogojem, da jih zaužijemo v 
zadostnem številu, pozitivno učinkujejo na zdravje. Mnenja o priporočljivi dnevni količini 
probiotikov so deljena in so odvisna predvsem od probiotičnega izdelka ter splošnega 
zdravstvenega stanja posameznika. Po mnenju Binns (2013) je priporočljiva dnevna doza 
probiotikov 108-1012 kolonijskih enot. Upoštevati moramo dejstvo, da veliko število 
probiotičnih bakterij ne preživi stresnih razmer na svoji poti od zaužitja, skozi prebavni 
trakt pa do mesta delovanja. Poglavitni stresni dejavniki, s katerimi se soočijo probiotične 
bakterije so žolčne soli, želodčna kislina in bazičnost dvanajstnika (Saarela in sod. 2002). 
Zaradi tega je zelo pomembno, da za izboljšanje zdravja zaužijemo žive probiotične 
bakterije v zadostnem številu. Da se to zagotovi, je potreben skrben nadzor nad trgom s 
probiotičnimi izdelki ter ustrezna izvedba preiskav vseh probiotičnih izdelkov. 
 
Po mnenju Smole Možina (2003) mora mikrobiološka preiskava probiotičnih izdelkov 
vključevati naslednje korake: 
 
 vzorčenje in transport v mikrobiološki laboratorij, 
 priprava vzorca za mikrobiološko preiskavo, 
 ustrezna izvedba in izbira analitske metode, 
 natančna obdelava rezultatov. 
 
Analiza večine probiotičnih izdelkov temelji na gojitvenih metodah, ki zahtevajo veliko 
časa, materiala, obenem pa ne dajejo natančnih, zanesljivih rezultatov. Prav tako zahtevajo 
uporabo specifičnega rastnega medija, ki je na voljo le za omejeno število bakterijskih vrst 
(Temmerman in sod., 2003). 
 
Naša raziskava je pokazala, da so tudi na slovenskem trgu prisotni izdelki, ki vsebujejo 
nezadostno število probiotičnih bakterij. Od skupno devetnajstih izdelkov, jih je le osem 
(42 %) vsebovalo zadostno število živih probiotičnih bakterij. Pri dveh izdelkih je bilo 
določeno število malenkost nižje od deklariranega in smo ju označili kot delno ustrezna. 
Preseneča dejstvo, da v izdelkih z oznakami R, S, T, M ter L na gojišču ni izraslo kolonij, 
čeprav so bile analize opravljene 1-24 mesecev pred potekom roka uporabnosti.  
 
Vzrok neskladja dejanskega števila od deklariranega je moč iskati v nezadostnem 
začetnem številu bakterij v izdelku, torej v času proizvodnje, slabemu preživetju tekom 
tehnološkega postopka oziroma neustreznemu skladiščenju. Osnovni pogoj, ki mora biti 
izpolnjen, da lahko pričakujemo koristne zdravstvene učinke je ta, da zaužijemo dovolj 
živih probiotičnih bakterij. Glede na to, da številni izdelki, ne dosegajo tega kriterija, pa 
tudi koristnih zdravstvenih učinkov ne moremo pričakovati. 
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5.3   REZULTATI UGOTAVLJANJA PRISOTNOSTI DEKLARIRANIH BAKTERIJ 
V PROBIOTIČNIH PREHRANSKIH IZDELKIH 
 
Številnih sevov in celo vrst, ni mogoče razlikovati na podlagi fenotipskih značilnosti 
(morfologija celic in kolonij na gojišču) ter fizioloških lastnostih (način fermentacije 
glukoze, encimska aktivnost). Številnim pomanjkljivostim, ki jih imajo metode predhodne 
kultivacije, se lahko izognemo z uporabo molekularno-bioloških metod (Smole Možina in 
Jeršek, 2001). 
 
Verižna reakcija s polimerazo (PCR) je metoda, s katero v zelo kratkem času pomnožimo 
določen odsek DNA in vitro. Ustrezna izvedba PCR zahteva pripravo tarčne DNA, 
pripravo in izvedbo reakcije PCR ter ugotavljanje nastalih pomnožkov. Reakcija s pomočjo 
encima DNA-polimeraza poteka v termostatu, ki omogoča ciklično spreminjanje 
temperature. Vsak cikel zajema aktivacijo DNA-polimeraze, denaturacijo molekule DNA, 
prileganje specifičnih oligonukleotidnih začetnikov ter podaljševanje molekule DNA. V 
vsakem ciklu se število tarčnih odsekov DNA podvoji (Smole Možina in sod., 2002). 
S pomočjo reakcije PCR lahko iz samo enega DNA dobimo več milijonov pomnožkov. To 
dejstvo znatno zmanjša potrebo po klasičnih gojitvenih metodah, katerih cilj je med 
drugim tudi namnoževanje mikrobne biomase (Wang in sod., 1997). 
Nastale pomnožke najlažje detektiramo z agarozno gelsko elektroforezo, tako da njihovo 
velikost primerjamo z markerjem oziroma molekulskim označevalcem velikosti DNA 
izbrane bakterijske vrste (Smole Možina in sod., 2002). 
Kljub temu, da PCR odlikuje velika specifičnost in občutljivost pa ima ta metoda nekatere 
pomanjkljivosti. PCR reakcije so lahko ob prisotnosti inhibitornih komponent močno 
ovirane in zahtevajo izredno čisto okolje. Prav tako pa s PCR ne moremo razlikovati med 
živimi in mrtvimi celicami, kar se pri določanju prisotnosti bakterij neposredno iz izdelka, 
kaže v lažno pozitivnih rezultatih (Biswas in sod., 2008). 
V naši raziskavi, ki je zajemala devetnajst probiotičnih izdelkov, je bilo glede prisotnosti 
bakterijske vrste, ustreznih le osem (42 %) izdelkov. Od tega je šest izdelkov vsebovalo 
vse deklarirane žive bakterije, pri dveh izdelkih pa smo pozitiven rezultat pri nekaterih 
bakterijah dobili šele po analizi DNA neposredno iz izdelka. Štirje izdelki niso vsebovali 
samo ene deklarirane vrste, pri petih izdelkih prisotnosti vrst nismo določali saj na gojišču 
ni bilo izraslih kolonij. Pri enem izdelku pa v DNA izolirani iz izraslih kolonij nismo 
potrdili prisotnosti deklrariranih vrst, DNA iz izdelka pa nismo analizirali saj je v izdelku v 
času analize že potekel rok uporabe. 
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5.4  UČINKOVITOST PROBIOTIČNIH IZDELKOV IN OBETI ZA PRIHODNOST 
RAZISKAV 
 
Uživanje probiotičnih izdelkov se svetuje ljudem za obnovo in izboljšanje črevesne 
mikrobiote. Raziskovalci iz Weizmannovega inštituta v Izraelu so v nedavni raziskavi 
ugotavljali, kaj se v telesu resnično dogaja po uporabi probiotikov. Pri tem so vzorčili 
črevesno mikrobioto, neposredno z uporabo kolonoskopije in endoskopije. Večina raziskav 
opravljenih do sedaj temelji na vzorcih blata, kar je po njihovem mnenju napačno in 
zatrjujejo, da ne moremo enačiti mikrobov v blatu z mikrobioto črevesja. Ugotovili so, da 
so mikrobi po uživanju probiotičnih izdelkov pri nekaterih posameznikih naselili črevesje, 
drugi pa so jih preprosto izločili. S tem so potrdili, da so učinki probiotičnih izdelkov 
močno odvisni od posameznika in jih ne moremo posploševati na celotno populacijo 
(Elinav in sod. 2018). 
Raziskali so tudi delovanje probiotikov pri obnovi črevesne mikrobiote po jemanju 
antibiotikov. Ugotovili so, da lahko traja do šest mesecev dnevnega uživanja probiotkov, 
da se črevesna mikrobiota vrne v prvotno stanje. Pri posameznikih, ki so jim odvzeli 
črevesno mikrobioto pred jemanjem antibiotikov in so jo nato uporabili za presaditev po 
jemanju, je trajalo le nekaj dni, da se je stanje obnovilo. Pri tem so podali ugotovitev, da so 
mikrobi iz probiotičnega izdelka po vsej verjetnosti preprečevali črevesni mikrobioti, da bi 
se povrnila v stanje pred jemanjem antibiotikov. Kot znanstveniki pravijo, so nad 
rezultatom presenečeni in hkrati zaskrbljeni, saj do sedaj o podobnem neželenem učinku še 
niso poročali (Elinav in sod., 2018). 
Dejstvo je, da probiotični mikroorganizmi razpolagajo s številnimi koristnimi lastnostmi. 
Kot je razvidno iz zadnje raziskave, pa imajo lahko v nekaterih primerih tudi negativne. Na 
podlagi do sedaj opravljenih raziskav še ne moremo enoznačno zaključiti ali so tovrstni 
mikroorganizmi primerni za vse posameznike. Vseeno pa lahko rečemo, da si mi kot 
potrošniki zaslužimo kakovostne probiotične izdelke, ki imajo ustrezno število živih 
deklariranih bakterij, saj je to osnovni pogoj, da lahko sploh pričakujemo zdravstvene 
koristi. Za to pa je potreben še strožji nadzor in redne kontrole nad celotnim trgom s 
probiotičnimi izdelki. 
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6  SKLEPI 
 
 Zdravstvenih trditev na analiziranih probiotičnih prehranskih dopolnilih nismo 
zasledili in so bili v tem vidiku skladni z zakonodajo. Posledično lahko hipotezo 
ena zavržemo. 
 Deklaracije na izdelkih so bile nepopolne, kar zadeva število in pravilnost 
navedenih vrst, zato lahko hipotezo dva, sprejmemo. 
 Na deklaracijah devetnajstih izdelkov so bile vedno navedene bakterijske vrste, ne 
pa tudi oznake sevov.  
 Bakterijski sevi so bili navedeni le na deklaracijah desetih izdelkov. 
 Pri petih izdelkih je manjkal vsaj en od osnovnih podatkov na deklaraciji, npr. 
»Shranjevati nedosegljivo otrokom!«. 
 Sporno navedbo »probiotik« smo našli pri štirih izdelkih. 
 Na večini deklaracij je bil le podatek o skupnem številu bakterij, ne pa tudi o številu 
posamezne bakterijske vrste. Le ta je bil naveden zgolj na sedmih izdelkih. 
 Le osem od devetnajstih izdelkov je vsebovalo zadostno število živih bakterij, v 
primerjavi s podatki na deklaraciji. 
 Le osem izdelkov je vsebovalo vse deklarirane bakterijske vrste. Od tega šest 
izdelkov, kjer so bile vse deklarirane bakterijske vrste tudi žive. 
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7  POVZETEK 
 
Število probiotičnih izdelkov, tako na slovenskem kot na globalnem nivoju, vsako leto 
narašča. V raziskavo smo vzeli devetnajst probiotičnih izdelkov, ki se jih dobi v slovenskih 
lekarnah in specializiranih trgovinah. V okviru tega dela, smo na podlagi predhodnih 
raziskav, želeli preveriti domnevo, da so na trgu neustrezni probiotični izdelki. Vzrok 
neskladnosti je v deklaraciji bakterijskih vrst ter številu živih probiotičnih bakterij. 
Preverili pa smo tudi morebitne zdravstvene trditve, ki jih po zakonodaji deklaracija na 
probiotičnih izdelkih ne bi smela vsebovati. Za ugotavljanje števila probiotičnih bakterij, 
smo uporabili standardne kultivacijske metode s selektivnimi gojišči. Za dokončno 
potrditev prisotnosti posameznih bakterijskih vrst, pa smo se poslužili tudi molekularno-
bioloških metod. Bakterijske vrste smo ugotavljali z metodo PCR in nadaljnjo detekcijo 
pomnožkov z agarozno gelsko elektroforezo. DNA bakterij smo pridobili z izpiranjem in 
čiščenjem kolonij, zraslih na gojišču. Tako smo določali prisotnost samo živih probiotičnih 
bakterij, torej takih, ki bi jih izdelek moral vsebovati. Pri izdelkih, kjer na gojišču ni bilo 
izraslih kolonij, pa smo vzeli DNA neposredno iz izdelka ter ponovno preverili prisotnost 
bakterij. 
Vsi probiotični izdelki so imeli deklarirane bakterijske vrste, ne pa tudi oznake posameznih 
sevov. Deklaracije so večinoma imele le podatek o skupnem številu bakterij, ne pa tudi 
podatka za vsako posamezno bakterijsko vrsto. Izdelka z oznako R in S imata le podatek o 
prisotnosti bakterijske vrste, ne pa tudi njeno število. Z analizo smo odkrili, da je bilo glede 
skupnega števila bakterij, ustreznih le osem (42 %) izdelkov. Le osem (42 %) izdelkov je 
imelo prisotne vse deklarirane bakterijske vrste. Od tega le šest z vsemi živimi ter dva 
izdelka, kjer smo pozitiven rezultat pridobili šele po analizi DNA neposredno iz izdelka. 
Naša prva hipoteza, da so na slovenskem tržišču prisotna probiotična prehranska dopolnila 
z navedenimi zdravstvenimi trditvami se je izkazala za napačno, saj na analiziranih 
prehranskih dopolnilih zdravstvenih trditev nismo zasledili in so bile trditve v skladu z 
zakonodajo. Naša druga hipoteza, da so tudi na slovenskem trgu prisotni probiotični izdelki 
z nepopolnimi deklaracijami in nezadostnim številom živih bakterij, se je izkazala za 
pravilno. Glede na rezultate raziskave in čedalje širšo ponudbo izdelkov je še toliko bolj 
pomembno, da se nadzor in kontrola kakovosti probiotičnih prehranskih dopolnil izboljša.  
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 PRILOGE 
 
Priloga A: Namen uporabe na deklaracijah probiotičnih prehranskih dopolnil 
 
Oznaka izdelka Namen uporabe  
A (tablete) 
 
Lb. reuteriProtectis je naravno prisotna v človeškem telesu, saj se je med 
evolucijo prilagodila na prebivanje v človeškem organizmu. 
B (kapljice) 
 
Lb. reuteriProtectis je naravno prisotna v človeškem telesu, saj se je med 
evolucijo prilagodila na prebivanje v človeškem organizmu. 
D (prašek) Dietno živilo za posebne zdravstvene namene. Za dietetsko uravnavanje 
kronične vnetne črevesne bolezni. 
C (kapsule) 
 
Kombinacija 8 različnih vrst koristnih bakterij. Vsebina je shranjena v 
enterično obloženi kapsuli, ki je odporna na kisline v želodcu in tako 
prenese mikrofloro direktno na mesto delovanja v črevesju. 
E (kapsule) Probiotični kompleks s prebiotiki vsebujejo Magnifood kompleks, ki 
uporablja polnovredna, nepotvorjena, s fitonutrienti bogata živila in 
rastlinske dodatke; mnogi med njimi so še sveže sušeni z zamrzovanjem. 
I  (tablete) Vsebuje žive kulture mlečnokislinskih bakterij, rudninske 
snovi/mikroelemente in vitamine v količinah, ki jih dnevno potrebujemo. 
J (tablete) 
 
Prehransko dopolnilo z izbranimi hranilnimi snovmi za energijo, 
odpornost, ohranjanje vida, za kosti in vezivna tkiva (se nanaša na 
vitamine, minerale in ne na probiotične bakterije) 
F (vrečke) 
 
Mlečnokislinske bakterije (probiotične kulture) so sestavni del črevesne 
mikroflore, ki zagotavljajo normalno prebavno in imunsko funkcijo 
črevesja. Vitamina B6 in B12 imata vlogo pri delovanju imunskega 
sistema, prispevata k presnovi homocisteina ter skupaj z vitaminom B1, 




Mlečnokislinske bakterije (probiotične kulture) so sestavni del črevesne 
mikroflore, ki zagotavljajo normalno prebavno in imunsko funkcijo 
črevesja. Vitamina B6 in B12 imata vlogo pri delovanju imunskega 
sistema, prispevata k presnovi homocisteina ter skupaj z vitaminom B1, 
B2 in niacinom prispevata tudi k delovanju živčnega sistema. 
H (prašek) Vsebuje bakterije, ki so običajno prisotne tudi v naših prebavilih 
K (kapsule) Za osveževanje črevesne flore. 
L (tablete) Probiotik za usta, grlo in ušesa 
M  (napitek) Probiotični pripravek iz kravjega mleka z dodatkom svežega česna in 
beta glukana.  Acidosalus forte vsebuje Lactocidin, ki deluje kot naravni 
zaviralec in regulator zelo širokega spektra. 
N (prašek) Ni podatka 
O (kapsule) Premium formulacija vsebuje kombinacijo 5 posebej kultiviranih 
bakterijskih sevov z več kot 2 miljardi aktivnih bakterij 




Neguje in obnavlja lase ter povečuje njihov sijaj. Povečuje čvrstost ter 
preprečuje izpadanje las. Hrani in umirja razdraženo lasišče in zmanjšuje 
možnost pojava prhljaja. 
S (zobna pasta) 
 
Kombinacija zeliščnih mešanic, mineralov in probiotičnih bakterij, 
okrepljeno ščiti in neguje sluznico  ustne votline in zobe. Pomaga 
naravno beliti zobe. 
T (napitek) Ni podatka 
 
 PRILOGA B: Obvezni podatki na deklaracijah probiotičnih prehranskih dopolnil 






D (prašek) E (kapsule) H (prašek) 
 
Ime izdelka + + + + + + 
Neto količina + + + + + + 
Vse sestavine + + + + + + 
priporočeno dnevno količino + + + + + + 
Količina sestavin mora biti 
izražena na priporočeno dnevno 
količino 
+ + + + + + 
Rok uporabe + + + + + + 
Pogoji shranjevanja + + + + + + 
Navedba serije (lota) + + + + + + 
Ime in naslov proizvajalca  + + + + + + 
Ime in naslov  prodajalca / 
uvoznika 
+ + + + + + 




Opozorilo: “Priporočene dnevne 
količine oziroma odmerka se ne 
sme prekoračiti. 
+ + + - + + 
Navedba: »Prehransko dopolnilo 
ni nadomestilo za uravnoteženo 
in raznovrstno prehrano« 
+ + + Živilo ni primerno za 





+ + + + + + 







nadaljevanje Priloge B 




K (kapsule) I  (tablete) J  (tablete) 
 
L (tablete) 
Ime izdelka  + + +  + + + 
Neto količina + + + + + + 
Vse sestavine + + + + + + 
Priporočeno dnevno količino + + + + + + 
Količina sestavin mora biti 
izražena na priporočeno dnevno 
količino 
+ + + + + + 
Rok uporabe + + + + + + 
Pogoji shranjevanja + + + + - + 
Navedba serije (lota) + + + + + + 
Ime in naslov proizvajalca  + + + + + + 
Ime in naslov  prodajalca / 
uvoznika 
+ + + + + + 
Navedba »prehransko dopolnilo« + + - + + + 
Opozorilo: »Priporočene dnevne 
količine oziroma odmerka se ne 
sme prekoračit« 
+ + - + + + 
Navedba: »Prehransko dopolnilo 
ni nadomestilo za uravnoteženo 
in raznovrstno prehrano« 
+ + Prehransko dopolnilo ne 
more nadomestiti 
uravnovešene prehrane in 
zdravega načina življenja 
+ + + 
Opozorilo: »Shranjevati 
nedosegljivo otrokom!« 
+ + Izdelek ni priporočen za 
otroke 
+ - + 







nadaljevanje Priloge B 
 M (napitek) N (prašek) O (kapsule) R in S (šampon in 
zobna pasta) 
T (napitek) P (napitek) 
 
Ime izdelka + + + + + + 
Neto količina + + + + + + 
Vse sestavine + + + + + + 
Priporočena dnevna količina + + + + + + 
Vsebnost sestavin / odmerek + + + + + + 
Rok uporabe + + + + + + 
Pogoji shranjevanja + - + + + + 
Navedba serije (lota) + + + + + + 
Ime in naslov proizvajalca  + + + + + + 
Ime in naslov  prodajalca / 
uvoznika 
+ + + + + + 
Navedba »prehransko dopolnilo« + + + + + + 
Opozorilo: »Priporočene dnevne 
količine oziroma odmerka se ne 
sme prekoračiti.« 
+ + + + + + 
Navedba: »Prehransko dopolnilo ni 
nadomestilo za uravnoteženo in 
raznovrstno prehrano« 
+ + + + + + 
Opozorilo: “Shranjevati 
nedosegljivo otrokom!“ 
+ - Shranjevati zunaj 
dosega majhnih 
otrok 
+ + + 




+ - Izbrani 
probiotiki, 
prebiotiki in 
vitamini 
- 
 
